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ACN: Abreviación de acetonitrilo 
 
AOAC: Siglas en inglés de Association of Official Agricultural Chemists. 
 
C18: nombre comercial de un compuesto a base de sílice que contiene 18 carbonos en su 
estructura. 
 
HAP’s: Hidrocarburos aromáticos policíclicos, abreviación del término inglés PAH. 
 
NaOAC: Abreviación de acetato de sodio. 
 
PSA: Amina primaria/ secundaria 
 
QuEChERS: Acrónimo en inglés que quiere decir; Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, 
Safe (rápido, fácil, barato, efectivo, robusto, seguro) 
 
SPE: Solid phase extraction (extracción en fase sólida) 
 
SPIKE: Solución de adición de volumen y concentración conocidos para estudios de 
recuperación. 
 
TULAS: Texto Unificado de Legislación Ambiental Secundario 
 
USEPA: United States Environmental Protection Agency  
 
XAD-2: Resina de adsorción tipo amberlita (estireno di vinil benceno) 
 





DETERMINACIÓN DE HIDROCARBUROS AROMÁTICOS POLICÍCLICOS 








Determinación del contenido de hidrocarburos aromáticos policíclicos, HAPs en suelos 
contaminados por derrames petroleros. 
Para esto se estructura un procedimiento en base a métodos normalizados, en el cual las 
muestras obtenidas son sometidas a un pretratamiento de secado y homogenización. 
Posteriormente la extracción de los hidrocarburos se realiza en fase sólida con agitación y 
centrifugación, mientras que la determinación y cuantificación se efectúa en un HPLC con 
detectores de fluorescencia y arreglo de diodos usando un estándar que contiene los 16 HAPs 
considerados como contaminantes prioritarios por la EPA.  
La confiabilidad del procedimiento se probó a través del porcentaje de recuperación; de los 12 
HAP’s encontrados en las muestras de suelo, los resultados obtenidos demostraron mayor 
presencia de fenantreno y criseno.  
Se concluye que el procedimiento es aceptable para 9 de los 15 compuestos calibrados, tomando 
en cuenta que se trata de una determinación a nivel de trazas, ya que el intervalo del porcentaje 
de recuperación varía entre 80% y 113% para el acenaftileno, acenafteno, fenantreno, antraceno, 
pireno, benzo[a]pireno, benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, benzo[g,h,i]perileno; para 
cuatro de los compuestos restantes, el  fluoreno, fluoranteno, 1,2-benzoantraceno y criseno se 
obtuvo una recuperación media entre 60% y 76%; una baja recuperación de 32% para el 
dibenzo[a,h]antraceno y recuperabilidad nula para el naftaleno.  
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DETERMINATION OF POLYCYCLIC AROMATIC HYDROCARBONS IN 








This study determined the polycyclic aromatic hydrocarbons, PHA’s content in soil 
contaminated by oil spills. 
For this purpose it was structured process based on standard methods; in which the samples 
obtained are subjected to a pretreatment for drying and homogenization. Subsequently 
the extraction of hydrocarbons takes place in solid phase with agitation and 
centrifugation, while the identification and quantification is carried out on a HPLC with  
fluorescence and diode array using a standard containing of 16 PAHs, considered as the priority 
pollutants for the EPA. 
The reliability of the method was tested using the recovery rate;  The results showed an 
increased presence of phenanthrene and chrysene both in soil, a total of twelve PAHs were 
found. 
It is concluded that the process is acceptable for nine out of the 15 compounds calibrated, 
taking into account the analysis was conducted at a trace content level, as the recovery rate 
interval which varies between 80% and 113%  for acenaphthylene, acenaphthene, phenanthrene, 
anthracene, pyrene, benzo[a]pyrene, benzo[b]fluoranthene, benzo[k]fluoranthene, benzo[g, h, 
i]perylene; for four of the remaining compounds, fluorene, fluoranthene, 1,2-benzantracene   
and chrysene was obtained an average recovery of 60% and 75%, a low recoverability for 
dibenz[a, h]anthracene 32% and nil for naphthalene recoverability. 
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El ambiente está continuamente sometido a sustancias contaminantes que provienen de fuentes 
naturales o de la actividad humana por lo que es necesario el estudio detallado de cada tipo de 
contaminantes, su concentración natural y su variación generada por diferentes procesos. 
Los derrames petroleros ponen en riesgo los ecosistemas además de la salud de personas 
relacionadas directa o indirectamente con estos suelos, su inadecuado tratamiento puede llevar a 
una contaminación de otros recursos como el agua y el ambiente. 
 
Actualmente el estudio de los hidrocarburos aromáticos policíclicos ha tomado importancia 
debido a su presencia en el ambiente, especialmente en el campo industrial y en el campo de la 
salud ocupacional donde sus niveles de emisión deben ser controlados; al no existir información 
detallada en los métodos oficiales y no disponer de los equipos y materiales descritos en los 
mismos ya que se dispone de un equipo más actual, se hace necesario plantear un procedimiento 
para cuantificar  HAPs en suelos descrito de forma detallada ya que se consideran como riesgo 
de salud pública, su cuantificación servirá para que posteriormente se planifiquen programas de 
monitoreo y descontaminación de los suelos en caso de requerirse. 
 
En nuestro país solo se controlan 6 HAPs de los 16 considerados como contaminantes 
prioritarios por la EPA; sin embargo el procedimiento está desarrollado para determinar 15 de 
los dieciséis HAPs ya que en la legislación ecuatoriana el tema de los hidrocarburos aromáticos 
policíclicos está en proceso de actualización y posiblemente se sumen más contaminantes de los 
que ya se toman en cuenta. 
 
En este trabajo se puede encontrar información especializada sobre las variables que inciden en 
la cuantificación de los hidrocarburos aromáticos policíclicos y la sistematización del proceso 
para crear el método lo que permitirá que se realicen estudios e investigaciones en el 
cromatógrafo Agilent 1260 de la Facultad para determinar HAPs y perfeccionar el método de 
suelos, fuentes fijas de combustión e implementar un método para determinación en aguas;  





1. MARCO TEÓRICO 
 
 
1.1  Hidrocarburos aromáticos policíclicos 
 
 
1.1.2  Definición. Los Hidrocarburos Aromáticos Policíclicos, comúnmente conocidos por sus 
siglas HAP, constituyen un amplio grupo de compuestos químicos. Se caracterizan por estar 
formados por átomos de carbono e hidrógeno, agrupados en anillos que contienen cinco o seis 
átomos de carbono. Los HAP se forman durante la combustión incompleta del carbón, aceites, 
gases, madera, residuos domésticos, y en general substancias de origen orgánico. Se encuentran 
de forma natural en el petróleo, el carbón, depósitos de alquitrán y como productos de la 
utilización de combustibles, ya sean fósiles o biomasa. Como contaminantes, tanto en el medio 
ambiente como en el entorno laboral, han despertado preocupación debido a que algunos 
compuestos han sido identificados como carcinógenos. [1] 
 
1.1.3  Origen. En general se pueden nombrar dos tipos de fuentes responsables de la formación 
en el ambiente y son las fuentes naturales que se refieren a combustiones como erupciones 
volcánicas o incendios forestales por causa natural; y las fuentes antropogénicas que son las 
fuentes que dependen de la actividad  humana como son los procesos cotidianos e industriales 
de combustión de materia orgánica y combustibles fósiles. 
 
1.1.4  Aspectos generales. A los HAPs también se les conoce como Hidrocarburos aromáticos 
polinucleares,  al tener una composición fundamental de carbono e hidrógeno toman el nombre 
de hidrocarburos, la designación de aromáticos viene dada por el hecho de ser compuestos 
derivados de anillos bencénicos los mismos que por generalización tienen  un olor característico 
a benceno, finalmente, estos compuestos al poseer varios anillos toman la designación de 
policíclicos. 
 
1.1.5  Principales HAP’s. Es difícil encontrarlos como compuestos simples, por lo general se 
los encuentra en forma de mezclas complejas como compuestos volátiles si están en forma 
gaseosa o unidos a otras partículas por lo que la exposición a ellos rara vez se da de forma 
individual dándose más bien a una mezcla de estos. En la tabla 1, se listan los HAP’s más 
importantes considerados por la US EPA, dándoseles importancia debido a los efectos nocivos
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superiores a otros compuestos, debido a la mayor posibilidad de exposición y tomando en 
cuenta los que se suelen presentar en mayor concentración. 
 
Tabla 1. Principales hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAPs) 
Nombre común N° CAS* Clasificación 
NAFTALENO                  91-20-3 HAP ligero 
ACENAFTILENO 208-96-9 HAP ligero 
ACENAFTENO               83-32-9 HAP ligero 
FLUORENO                    86-73-7 HAP ligero 
FENANTRENO              85-01-8 HAP ligero 
ANTRACENO                 120-12-7 HAP ligero 
FLUORANTENO            206-44-0 HAP ligero 
PIRENO                         192-00-0 HAP ligero 
1,2-BENZOANTRACENO  56-55-3 HAP pesado 
CRISENO                       218-01-09 HAP pesado 
BENZO(a)PIRENO        50-32-8 HAP pesado 
BENZO(b)FLUORANTENO    205-99-2 HAP pesado 
BENZO(k)FLUORANTENO   207-08-9 HAP pesado 
DIBENZO(a,h)ANTRACENO 53-70-03 HAP pesado 
BENZO(g,h,i)PERILENO     191-24-2 HAP pesado 
INDENO(1,2,3-cd)PIRENO  193-39-5 HAP pesado 
(*) CAS: Identificación numérica única para compuestos químicos. Llamado también CAS RN, 
acrónimo de Chemical Abstracts Service, registry number; (Sociedad Americana de Química) 
 
 
1.1.6  Aspecto histórico. Los HAPs son los causantes de que se reconozca por primera vez la 
relación entre el trabajo y las sustancias a las que se expone en el desarrollo del mismo como 
causa de enfermedades. 
 
Los médicos británicos Sir Percival y John Hill notaron la aparición de un tipo de tumor genital 
en los obreros que ejercían el trabajo de desollinadores, esta enfermedad no se encontraba en 
otros pacientes por lo que dedujeron que se debía a la exposición prolongada durante años al 
hollín. 
 
Posteriormente existieron informes de un elevado caso de diversos tipos de cáncer en operarios 
de la industria de los derivados del petróleo y del carbón fundamentando a estos como la causa 
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de los tumores. El alquitrán y el hollín son una mezcla de sustancias por lo que no se podía 
determinar claramente cuál de estas era la responsable de la enfermedad, siendo en los años 
veinte cuando se asocia por primera vez a los hidrocarburos aromáticos policíclicos como los 
compuestos viablemente cancerígenos, esto se demostró aislando algunos compuestos e 
induciendo en la piel de ratones. 
 
El primer hidrocarburo que se sintetizó de forma químicamente pura fue el benzo [a] antraceno 
luego el dibenzo [a, h] antraceno y el benzo [a] pireno siendo este último el más representativo 
de los HAPs ya que se determinó a este como el responsable de tumores en animales de 
experimentación. 
 
1.1.7  Como contaminantes en el ambiente. El ambiente está sometido cada vez más a diversas 
sustancias contaminantes tanto naturales como antropogénicas que pueden llegar a provocar 
efectos nocivos en el ecosistema como son los metales pesados, compuestos orgánicos y 
elementos radiactivos que se los puede hallar en suelo, agua plantas y animales por lo que se ha 
vuelto imprescindible su estudio especialmente en lo que concierne al incremento de sustancias 
provocado por la actividad humana.  
 
Los hidrocarburos aromáticos policíclicos se encuentran dispersos en el ambiente: aire, suelo, 
agua, sedimentos, tejido biológico y en alimentos especialmente ahumados o asados. 
 
 
 1.1.7.1  En el aire. Se presentan como vapores o gases aunque también se los puede encontrar 
adheridos a superficies de pequeñas partículas sólidas formando mezclas de HAPs. La 
composición de estas mezclas depende de los factores de producción como el tipo de 
combustible o el tipo de tecnología usada en la combustión. 
 
La combustión emana compuestos aromáticos policíclicos unidos a otras partículas, sin 
embargo dependiendo de las condiciones ambientales se pueden dar cambios importantes en su 
estructura por oxidación o degradación producidas por alta temperatura, humedad y 
principalmente por la radiación ultravioleta emitida por el sol. 
 
1.1.7.2 En el agua. Pueden ingresar en aguas marinas, aguas superficiales por la atmósfera, 
descargas directas de plantas industriales o de tratamiento de aguas residuales, lixiviados de 
suelos circundantes, deposición atmosférica seca y húmeda, o por biosíntesis; en aguas 
subterráneas se ha detectado debido al contacto con aguas superficiales o suelos contaminados.  
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La degradación de los HAPs en el agua puede tardar semanas e incluso meses y se lleva a cabo 
principalmente por acción de microorganismos. 
 
1.1.7.3  En el suelo. Los HAPs se han vuelto contaminantes cada vez más frecuentes en suelos 
y sedimentos de agua dulce o marinos los mismos que han aparecido por vertidos industriales y 
el uso indiscriminado de productos químicos como insecticidas, pesticidas, plaguicidas, 
colorantes, disolventes industriales, agentes tensoactivos, etc. que llegan a los suelos por vertido 
directo o a través del agua. Además otra forma de contaminación de suelos se da por el agua 
lluvia y asentamiento de partículas en el aire. Esta contaminación puede dejar inútil a un suelo 
que podría ser destinado al cultivo, forestación o como pastizal. 
 
1.1.7.4  En los seres vivos. Tanto en animales como en plantas, la concentración de HAP’s 
puede llegar a ser más alta que en suelos o en el agua debido a su afinidad por los tejidos grasos, 
siendo más alta su persistencia en plantas, peces e invertebrados terrestres y acuáticos 
agregándose de esta manera a la cadena alimenticia. 
 
Generalmente la exposición a los seres vivos en concentraciones sub letales de HAP’s produce 
cambios anormales morfológicos y fisiológicos en animales acuáticos. 
 
 
1.2  Normativa 
 
Se ha considerado el riesgo que presentan los hidrocarburos aromáticos policíclicos para la 
salud humana desde el punto de vista legislativo siendo regulados por distintos organismos tanto 
nacionales como internacionales. 
 
Aunque los HAPs forman un grupo de más de 100 compuestos, las organizaciones mundiales 
normalmente consideran los más destacados en cuanto a peligrosidad y persistencia, basándose 
generalmente en los compuestos que la US EPA considera como contaminantes prioritarios, 
siendo una lista de 16 HAPs incluidos en la evaluación de dicho organismo. En la norma oficial 
mexicana 30 de marzo de 2005, NOM-138-SEMARNAT/SS-2003 se dan los límites 






Tabla 2. Límites máximos permisibles para HAP’s Norma mexicana 






2 2 10 
Dibenzo[a,h]antraceno 2 2 10 
Benzo[a]antraceno 2 2 10 
Benzo[b]fluoranteno 2 2 10 
Benzo[k]fluoranteno 8 8 80 
Indeno(1,2,3-cd)pireno 2 2 10 
 
En la legislación ecuatoriana, RAOHE, se reconocen 6 HAPs que están incluidos en la lista de 








De acuerdo a la Norma de Calidad Ambiental del Recurso Suelo y Criterios de Remediación 
para Suelos Contaminados, Libro VI/ Anexo 2 (TULAS) 2003,  el valor de criterio calidad de 
suelos para hidrocarburos aromáticos policíclicos es de 0,1 mg/kg (concentración en peso seco) 
para cada tipo. 
 
Los criterios de remediación para suelos se establecen tomando en cuenta el uso que se va a dar 
al suelo que es motivo de estudio y este puede ser para uso agrícola, comercial, residencial o 
industrial; en el libro VI, anexo 2 del TULAS, 2003 [3], se tienen los siguientes límites de 
concentración para HAPs: 
 
Tabla 3. Criterios de remediación o restauración (Valores máximos permitidos) 
Sustancia Unidades 
(concentración 
en peso seco) 
Uso del suelo 
Agrícola Residencial Comercial Industrial 
HAPs mg/kg <2 -- <5 <1 
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0,1 1 1 1 
Benzo[a]pirenos 0,1 0,7 0,7 0,7 
Naftaleno 0,1 0,6 22 22 
Pirenos 0,1 10 10 10 
 
En el reglamento sustitutivo del RAOHE, Decreto Ejecutivo 1215 [pp 45-48], promulgado por 
Gustavo Noboa Bejarano, ex Presidente de la República del ecuador, se determinan los 
siguientes valores para emisiones de HAPs al ambiente: 
 
Tabla 4. Parámetros, valores máximos referenciales y límites permisibles para el 
monitoreo ambiental interno rutinario y control ambiental de HAPs 
Parámetro de control valor 
Valores máximos referenciales para emisiones a la atmósfera 0,01 mg/m
3
 
Límites permisibles para el monitoreo ambiental permanente de aguas y 
descargas líquidas en la exploración, producción, industrialización, transporte, 
almacenamiento y comercialización de hidrocarburos y sus derivados, inclusive 
lavado y mantenimiento de tanques y vehículos. 




Límites permisibles para la identificación y 
remediación de  suelos contaminados en todas las 
fases de la industria hidrocarburífera, incluidas las 
estaciones de servicios 
uso agrícola <2 mg/kg 
uso industrial <5 mg/kg 
ecosistemas sensibles <1 mg/kg 
Límites permisibles de lixiviados para la 
disposición final de lodos y ripios de perforación 
en superficie 
sin impermeabilización 




de la base 
< 0,005 
mg/l 
    
 
1.3  Riesgos para la salud 
 
El principal riesgo que los hidrocarburos aromáticos policíclicos presentan para la salud es su 
particularidad de inducir la formación de cáncer, específicamente el benzoantraceno en animales 
y el benzo(a)pireno en humanos, para el resto de HAPs no se dispone de evidencia certera, sin 
embargo, en general se los clasifica como sospechosos cancerígenos. Cabe mencionar también  
que  poseen  propiedades  mutágenas  y  teratógenas;   razón  por  la  que se  los  considera  
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contaminantes prioritarios por la Agencia Norteamericana de Protección Ambiental (U.S. EPA). 
 
Existen diferentes vías de exposición a los HAPs como inhalación, ingestión y absorción a 
través de la piel. La exposición por vía respiratoria provoca que ingresen al cuerpo a través de 
los pulmones los contaminantes que están presentes en el aire como partículas, polvo e incluso 
el humo proveniente de cigarrillos, madera, carbón y de algunas industrias, siendo la 
concentración en el ambiente mayor en invierno que en verano. El ingreso al organismo por vía 
digestiva se puede considerar debido a la ingestión de alimentos asados o ahumados y agua 
aunque con la digestión el ingreso es lento e incompleto. La exposición vía dérmica se da sobre 
todo en lugares donde hay una alta acumulación de HAPs ya sea en el ambiente o en el suelo, 
aunque puede darse también al exponer la piel con aceite de motor y en menor cantidad al uso 
de medicamentos para afecciones de la piel que contienen HAPs. 
 
Al encontrarse en el interior del organismo, los HAPs  tienden a almacenarse en los tejidos que 
contienen más grasa como tejido adiposo en general, hígado y riñones aunque la mayoría de 
estos contaminantes son eliminados del cuerpo en algunos días, una minoría puede persistir 
provocando en algunos casos los desórdenes antes mencionados. 
 
 
1.4  Estructura química de los HAP’s 
 
Los hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAPs) están formados por una estructura de anillos  
de benceno unidos entre sí a través de dos o más átomos de carbono. La mayoría de HAPs están 
estructurados por varios anillos bencénicos con cinco átomos saturados de carbono pero 
también existen compuestos que contienen anillos de cuatro a seis átomos de carbono algunos 
de ellos insaturados. El grado de insaturación conjuntamente con  su configuración espacial son 
fundamentales para determinar algunas de sus características químicas e incluso biológicas 
determinando de esta manera su potencial efecto en la salud tanto humana como animal y 
vegetal. 
 
Existen hidrocarburos aromáticos policíclicos conocidos como HAPs sustituidos debido a que 
se han reemplazado los átomos de carbono por otros átomos o grupos de átomos como flúor, 
cloro, nitrógeno, complejos, etc. 
 
Se encuentran generalmente en estado sólido. En la figura 1 se puede apreciar la estructura de 
 los dieciséis HAPs considerados como los más significativos. 
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Los átomos de carbono se ubican en cada vértice, en la mayoría solo se representan tres enlaces 
para el carbono lo que significa que el cuarto enlace está unido a un hidrógeno. 
 
 Figura 1. Estructura química de los hidrocarburos aromáticos policíclicos estudiados 
 
 
1.5  Características fisicoquímicas 
 
No se puede dar propiedades fisicoquímicas específicas generalizadas para los HAPs debido a 
que son más de cien clases de compuestos conocidos y sus propiedades varían, sin embargo se 
mencionan las más comunes. Algunos HAPs son semivolátiles ya que se les encuentra en estado 
gaseoso a temperatura ambiente, en cambio otros tienen un elevado punto de ebullición. 
                                                                                                                                     
Generalmente son hidrofóbicos notándose con más énfasis esta propiedad en los HAPs de 
mayor peso molecular; disminuyen la solubilidad en el agua al ir aumentando el peso molecular 
y el tamaño de la molécula al igual que su movilidad y degradación. Además, como regla 
general la persistencia de estos en el medioambiente también aumenta al aumentar el tamaño de 




Habitualmente son lipofílicos, es decir que tienen afinidad con sustancias grasas para unirse y  
para disolverse en ellas. El carácter lipofílico incrementa a la par con el número de anillos en un 
compuesto. Tienen alta inestabilidad fotoquímica degradándose fácilmente por efecto de la luz, 
siendo esta una de las principales vías de degradación junto con procesos químicos y 
metabólicos relacionados con microorganismos. En la siguiente tabla se dan algunas 
propiedades físicas de los HAPs en estudio. 
 
Tabla 5. Fórmula y propiedades físicas de los HAPs 








vapor kPa a 
25°C 
NAFTALENO                 C10H8 128,18 80,2 218 1,1x10
-2
 
ACENAFTILENO C12H8 152,20 92-93 265-280 3,9x10
-3 
ACENAFTENO               C12H10 154,20 90-96 278-279 2,1x10
-2
 
FLUORENO                    C13H10 166,23 116-118 293-295 8,7x10
-5
 
FENANTRENO              C14H10 178,24 96-101 339-340 2,3x10
-5
 
ANTRACENO                 C14H10 178,24 216-219 340 3,6x10
-6
 
FLUORANTENO            C16H10 202,26 107-111 375-393 6,5x10
-7
 
PIRENO                         C16H10 202,26 150-156 360-404 3,1x10
-6
 
1,2-BENZOANTRACENO  C18H12 228,30 157-167 435 1,5x10
-8
 
CRISENO                       C18H12 228,30 252-256 441-448 5,7x10
-10
 
BENZO(a)PIRENO        C20H12 252,32 177-179 493-496 7,3x10
-10
 
BENZO(b)FLUORANTENO    C20H12 252,32 167-168 481 6,7x10
-8
 
BENZO(k)FLUORANTENO   C20H12 252,32 198-217 480-481 2,1x10
-8
 
DIBENZO(a,h)ANTRACENO C22H14 278,35 266-270 524 1,3x10
-11
 
BENZO(g,h,i)PERILENO     C22H12 276,34 275.278 525 1,3x10
-11
 
INDENO(1,2,3-cd)PIRENO  C22H12 276,34 162-163 -  ca.10
-11
 
Fuente: ASTM D 6209. Determination of gaseous and particulate polycyclic aromatic 
hydrocarbons in ambient air. Philadelphia, 2004, p. 725 
 
 
1.6  Contaminación de suelos asociada a la actividad petrolera 
 
La actividad petrolera ha provocado graves daños al medio ambiente, viéndose de esta manera 
afectados muchos ecosistemas. El suelo constituye un ecosistema en el cual conviven bacterias, 
hongos, insectos y plantas que pueden servir de alimentación para animales  y para el hombre; 
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pero debido a la actividad petrolera se pueden encontrar una serie de sustancias tóxicas, 
especialmente hidrocarburos derivados de ésta actividad. 
 
El suelo representa una gran importancia para la vida de todos los seres vivos, incluyendo al 
hombre ya que junto con los microorganismos aportan minerales y compuestos orgánicos 
producidos por la biodegradación. Actualmente este recurso se ha visto amenazado por el uso de 
prácticas inadecuadas de producción que han erosionado y en algunos casos incluso 
desertificado el suelo. 
 
La producción mundial de petróleo por año está por encima de “dos mil millones de toneladas 
métricas” [4] lo que implica un alto grado de contaminación tanto acuífera como marina, 
terrestre y del aire ocasionada por accidentes en la industria petrolera como derrame de tanques, 
ruptura de tuberías y extracción de pozos que representan el “10%” [5] de la contaminación del 
suelo. 
 
En el Ecuador existen varios lugares contaminados por la industria petrolera, sobre todo en los 
sitios donde se lleva a cabo la extracción del crudo y sus alrededores lo que ha ocasionado la 
intervención del gobierno a través de la legislación para regular los procesos, reducir los riesgos 
y controlar la remediación ambiental especialmente determinando límites de concentración los 
mismos que se encuentran establecidos en normas y reglamentos como el reglamento de 
hidrocarburos 1215 donde se constituyen los límites máximos permisibles de hidrocarburos 
contenidos en suelos en función del uso que se le dará al suelo. 
 
Dentro de la actividad petrolera las principales actividades que ocasionan contaminación de 
suelos son la perforación, cementación de pozos y extracción.  
 
Durante la perforación es cuando se comienza a generar desechos como lodos de perforación; 
mientras más profunda es la perforación se generan más desechos y su toxicidad también 
aumenta con la profundidad. Para la cementación de un pozo se requieren sustancias que 
aceleren el proceso como cloruros, silicatos y carbonatos de sodio; o para retardar, sustancias 
como lignina y derivados de celulosa, para controlar la densidad se usan compuestos orgánicos, 
además de sustancias antiespumantes. En la primera fase de extracción, el crudo extraído es 
colocado en piscinas de desecho ya que se trata de desechos de prueba, por cada pozo se 
generan aproximadamente “42000 galones” [6] de desechos de prueba. Cuando la extracción se 
vuelve regular, se generan desechos que son llevados a piscinas las mismas que pueden 
contaminar el suelo debido a filtraciones que se producen alrededor o los acuíferos que pueden 
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llevar los desechos hacia otro lugar; incluso al ser las piscinas abiertas, éstas rebosan con la 
lluvia contaminando áreas aledañas. 
 
Las aguas de formación y gas que son compuestos que se encuentran asociados al petróleo salen 
del subsuelo, las principales emisiones a la atmósfera proceden de la combustión del gas que 
genera dióxido de carbono, monóxido de carbono metano, etano, propano, butano, 




1.7  Cromatografía líquida de alto rendimiento  
 
El HPLC (HIGH PERFORMANCE LIQUID CROMATOGRAPHY) o cromatografía líquida de 
alta resolución, es una técnica cromatográfica usada para separar componentes usando una 
variedad de interacciones químicas entre el analito y la columna cromatográfica. [7]
 
 
Básicamente la cromatografía es un método físico de separación usando dos fases inmiscibles, 
una fase estacionaria que es fija y una fase móvil. La fase móvil es un líquido en el que está 
disuelto el analito y fluye a través de una columna donde está contenida la fase estacionaria. 
 
Inicialmente la cromatografía líquida consistía en dejar pasar la fase móvil con el analito 
contenido en esta, por un tubo relleno con la fase estacionaria por simple gravedad.     
 
Posteriormente se aumentó la eficiencia de la separación disminuyendo el tamaño de partícula 
de la fase fija al orden de micrones, pero para que la fase móvil pueda fluir a través de esta, se 
requirió altas presiones, surgiendo así la cromatografía de alta resolución. 
 
Dependiendo del mecanismo físico de separación, la cromatografía líquida de alta eficiencia 
puede ser: 
 
1.7.1  Cromatografía de reparto. Generalmente se usa fase fija compuesta de sílica y se 
subdivide en cromatografía de fase normal y cromatografía de fase reversa. 
 
1.7.2  Cromatografía de fase normal. La Separación de los analitos se da de acuerdo a la 
polaridad, se usa una fase móvil no polar y una fase estacionaria polar si el analito es polar, de 
esta manera se retiene en la fase fija por adsorción, aumentando la adsorción mientras más polar 
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sea el analito y a la vez incrementando el tiempo de elución. El tiempo de retención se ve 
disminuido por el uso de solventes polares, aunque algunos de estos pueden desactivar la 
columna. 
 
1.7.3  Cromatografía de fase reversa. Esta es la más común y usa fase estacionaria no polar, 
generalmente de silicio y fase móvil de baja polaridad. El tiempo de retención aumenta para 
moléculas no polares. Para aumentar la calidad de la cromatografía se suele usar soluciones 
buffers de ácidos orgánicos como ácido trifluoracético. 
 
1.7.4  Cromatografía de exclusión por tamaño. La fase estacionaria contiene partículas de 
polímeros o de sílice, con este tipo de cromatografía líquida las moléculas de mayor tamaño son 
excluidas lo que provoca que eluyan antes que las moléculas más pequeñas las mismas que al 
lograr penetrar en los poros y en consecuencia se retienen más tiempo. Se usa para determinar 
estructuras de algunas proteínas y el peso molecular de polímeros. 
 
1.7.5  Cromatografía iónica. El relleno de las columnas es de resinas de intercambio iónico 
para separar iones. Si los iones de la fase fija y el analito tienen igual carga, entonces son 





















2. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 
2.1  Materiales y equipos 
 
 Vasos de precipitación  [Cap: 50ml; Ap: ± 10ml] 
 Vasos de precipitación  [Cap: 600ml; Ap: ± 50ml] 
 Espátula 
 Vidrio reloj 
 Pipeta volumétrica   [Cap: 2ml] 
 Pipeta volumétrica   [Cap: 5ml] 
 Pipeta volumétrica   [Cap: 20ml] 
 Pipeta automática   [Rango: 500 µl – 5 ml] 
 Pipeta pasteur de vidrio 
 Balón aforado   [Cap: 100ml] 
 Balón aforado   [Cap: 50ml] 
 Balón aforado   [Cap: 10ml] 
 Pera de succión 
 Viales de vidrio ámbar  [Cap: 1ml] 
 Tapas para viales 
 Filtros de jeringa PTFE   [Poro:0,2µm, ϕ: 17mm] 
 Filtros de jeringa PTFE   [Poro: 0,45µm, ϕ: 25mm] 
 Filtros de membrana   [Poro: 0,45µm, ϕ: 47mm] 
 Bomba de vacío 
 Equipo de filtración al vacío  [Cap:300ml, ϕ: 47mm] 
 Ultrasonido 
 Balanza analítica   [Cap: 200g ; Ap: ± 0,0001g] 
 Centrífuga 
 Tubo plástico para centrífuga [Cap: 50ml] 
 Tubo plástico para centrífuga [Cap: 15ml] 
 Estufa con control de temperatura [Cap: 220°C ; Ap: ± 0,5°C] 
 Mortero 
 HPLC. Marca Agilent Technologies. Modelo 1260 Infinity 
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 Barrena muestreadora de suelos 
 Refrigerador 
 Frascos de vidrio ámbar 
 
 
2.2  Sustancias y reactivos 
 
 Agua tipo 1     H2O 
 Acetonitrilo (grado cromatográfico)  CH3CN 
 Solución – mezcla de HAP [Z-013-17]    
 Pack salt AOAC Agilent Bond Elut QuEChERS (p / n 5082 a 5755) SPE 
 Dispersivo SPE AOAC Agilent 
 Hexano     C6H14 
 Suelo 
 Resina XAD-2 
 Metanol     CH3OH 
 Isopropanol (grado cromatográfico)  C3H7OH 
 Diclorometano    CH2Cl2 
 Acetato de etilo    CH3COOCH2CH3 
 
 
2.3  Diseño experimental 
 
El presente trabajo se desarrolla dentro de la investigación experimental e investigación de 
campo para caracterizar y cuantificar hidrocarburos aromáticos policíclicos en un suelo que se 
espera contenga dichos contaminantes usando un método cromatográfico. 
 
La primera parte de la investigación experimental que corresponde a la toma de muestras se 
basa en la Legislación Ambiental Ecuatoriana; en cambio la cuantificación, análisis e 
identificación se funda en un método recomendado por Agilent Technologies que ha sido 
probado en un equipo de cromatografía líquida de alto rendimiento de la misma marca y modelo 
similar al que se está usando, no se ha utilizado un método normalizado u oficial para esta 
segunda parte debido a que se requiere cubrir necesidades concretas para lo que se debe realizar 
modificaciones ligeras tanto en el método recomendado como en el método normalizado para 
adaptarlo a necesidades actuales.  
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2.3.1  Procedimiento de muestreo. La toma de muestras tiene como objetivo reducir la masa del 
objeto de análisis a una cantidad que pueda analizarse en el laboratorio, esta deberá ser 
representativa con respecto a la población total. De acuerdo al Libro VI – Anexo 2 del Texto 
Unificado de Legislación Ambiental Secundaria del Ministerio del Ambiente (TULAS) se 
recomienda un número mínimo de 5 muestras y un máximo de 20; para la selección del sitio se 
traza una cuadrícula sobre el área que se va a analizar con una distancia de 3 metros cada una, 
en cambio si el área es pequeña se debe disminuir el tamaño de cuadrícula o si el terreno es 
irregular se puede colectar las muestras al azar. 
 
La toma de muestra es puntual y se realiza con una barrena muestreadora eligiendo la 
profundidad de acuerdo con el diagnóstico de contaminación, el tamaño de muestra debe ser 
representativo para el análisis en el laboratorio, en la norma mexicana para tomar muestra de 
suelos, se sugiere aproximadamente 250g por cada muestra. 
 
Para realizar esta investigación  se tomó las muestras de una piscina de remediación en Lago 
Agrio determinando el número de muestras igual a diez, se usó guantes para no contaminar las 
muestras y como contenedor fundas de cierre hermético de polietileno e inmediatamente fueron 
refrigeradas, las muestras se mantuvieron refrigeradas durante el transporte y además durante el 
almacenamiento en el laboratorio. 
 
2.3.2  Pretratamiento de las muestras. El pre tratamiento es una etapa previa al tratamiento 
como lo indica su nombre y comprende una serie de operaciones físicas que se deben realizar 
luego de la toma de muestras con el fin de preservarlas y homogeneizarlas antes de comenzar el 
procedimiento analítico. Se recomienda realizar el pre tratamiento de las muestras antes de 48 
horas ya que al eliminar la humedad, se previenen reacciones indeseadas que pueden cambiar 
las características originales de la muestra de suelo provocando la degradación o transformación 
de los compuestos de interés, también disminuye la interacción con el solvente de extracción 
perjudicando el rendimiento del método; además se ha determinado que las muestras libres de 
humedad se preservan durante más tiempo que las húmedas, pudiendo permanecer almacenadas 
durante 45 días antes de su análisis. 
 
2.3.2.1  Secado. Para secar las muestras de tal forma que se garantice su integridad sin degradar 
los contaminantes de interés se seca a temperatura ambiental no mayor a 30°C y sin exponerlas 
a la luz. 
 Colocar una porción de sub muestra de aproximadamente 20g en un vidrio reloj 
 Tapar las muestras con papel aluminio 
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 Tomar una muestra adicional para controlar la humedad y pesarla 
 Colocarlas en la estufa con la temperatura controlada a 30°C durante 24 horas para 
garantizar un completo secado 
 Volver a pesar la muestra elegida para el control de la humedad. 
 
Para análisis de hidrocarburos en suelos, no se recomienda realizarlo con muestras húmedas ya 
que interfieren en la separación de los componentes en el HPLC tergiversando los resultados. 
 
2.3.2.2  Homogeneización 
 Se debe tratar de eliminar materiales contenidos en el suelo como piedras, raíces y otros 
materiales orgánicos característicos que con frecuencia se pueden encontrar en cualquier 
suelo 
 Se coloca la muestra en un mortero para triturar hasta obtener un tamaño de partícula 
homogéneo 
 Se coloca la muestra homogeneizada en un vaso de precipitación y se almacena a 
temperatura ambiente o en un refrigerador evitando la exposición a la luz. 
 
 
2.3.3  Tratamiento de las muestras. Esta etapa consiste en someter una muestra a operaciones 




2.3.3.1 Extracción. Existen diferentes técnicas de extracción, extracción por reflujo (soxhlet), 
extracción por agitación – centrifugación, extracción por ultrasonido, extracción por fluidos 
supercríticos, etc. para elegir la técnica se debe tener en cuenta los parámetros que pueden 
afectar la extracción del analito y dependen tanto de este como de la matriz y de los 
componentes adicionales indeseados que pueden ocasionar interferencias en el análisis. Las 
muestras que han sido almacenadas después de la extracción, se pueden mantener  hasta “30 
días” [8] antes del análisis. 
 
El método más recomendado para este tipo de análisis es por reflujo usando el equipo soxhlet, 
sin embargo el método elegido consiste en una extracción en fase sólida por agitación – 
centrifugación con  la finalidad de reducir los tiempos de extracción y la cantidad de solvente 
optimizando el proceso y logrando procesar un mayor número de muestras en menor tiempo. 
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2.3.3.2  Método de extracción. El método AOAC QuEChERS ha sido ampliamente aplicado en 
el análisis de plaguicidas en los alimentos, desde que fue presentado por científicos del United 
States Department of Agriculture (USDA). Más recientemente, la técnica se ha diversificado en 
nuevas áreas de aplicación fuera de la seguridad alimentaria. En general, hay dos pasos 
importantes: la extracción y la limpieza dispersiva SPE. El método utiliza una sola etapa de 
extracción tamponada con acetonitrilo al mismo tiempo desalado de agua de la muestra acuosa 
utilizando sulfato de magnesio anhidro (MgSO4) para inducir la partición líquido-líquido. 
Después de retirar una alícuota de una capa orgánica, para la limpieza adicional, una extracción 
en fase sólida dispersiva (dSPE) se lleva a cabo utilizando una combinación de amina 
secundaria primaria (PSA) sorbente para eliminar los ácidos orgánicos de otros componentes y 
MgSO4 anhidro para reducir el agua residual en el extracto. Otros adsorbentes, tales como 
negro de carbón grafitado (GCB), pueden ser añadidos para eliminar pigmentos y esteroles, o 
C18 para eliminar los lípidos y ceras. [9]
 
 
 Fundamento. Este método se basa en la extracción de los hidrocarburos aromáticos 
policíclicos de una muestra sólida como es el suelo propiciando un contacto íntimo entre la 
muestra y el solvente de extracción por agitación en un tubo plástico obteniendo una serie de 
extracciones sucesivas del analito para posteriormente separar la fase líquida de la sólida por 
centrifugación. 
 
 Interferencias. Los solventes, el material de cristalería y en general, los artículos utilizados 
pueden contener impurezas o residuos de otros análisis; se debe prescindir el uso de 
materiales de plástico en vez de vidrio y de su lavado con jabón. Se puede verificar que los 
materiales estén libres de interferencias, corriendo un blanco con reactivos puros y una 
limpieza rigurosa de materiales. 
 
 
2.3.3.2.1  Procedimiento de extracción. Una muestra de 5 g de suelo homogeneizado se colocó 
en un tubo de centrífuga de 50 ml de la Bond Elut QuEChERS AOAC Kit de extracción. Las 
muestras fueron sobrecargadas con soluciones adecuadas enriquecidas para obtener las mejores 
soluciones de trabajo para la recuperación y los estudios de reproducibilidad. Un volumen 2000 
μl de solución de adición se añadió a todas las muestras excepto el blanco. A continuación, 5,0 
ml de agua se añadió al tubo, y el tubo se agitó vigorosamente durante 1 minuto. Una cantidad 
de 10 ml de CH3CN se añadió a continuación, seguido por un paquete de Agilent Bond Elut 
QuEChERS sal AOAC extracción (p / n 5082 a 5755), que contiene 6 g de MgSO4 anhidro y 
1,5 g de NaOAc anhidro. Los tubos de muestra se tomaron y agitó vigorosamente durante 1 
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Agitar vigorosamente durante 1 min 
Agitar vigorosamente durante 1 min 
Agitar 1 min, centrifugar a 4000 rpm 5min 
Agitar 1 min, centrifugar a 4000 rpm 5min 
Muestras listas para el análisis HPLC – FLD  
Pesar 5g. de suelo homogenizado en un tubo de centrífuga de 50ml 
Muestras spike con 2000µl de solución spiking  
Adicionar el paquete de sal Bond Elut QuEChERS AOAC 
Transferir una alícuota de 5ml al tubo de 15ml dispersive SPE 
Filtrar a través de un filtro de jeringa de 0,45 µm PVDF 
Transferir 1ml de extracto a un vial 
Adicionar 5ml de agua 
Adicionar 10ml de CH3CN 
 minuto se centrifugó nuevamente a 4000 rpm durante 5 min. [10] 
 
2.3.3.1.2  Procedimiento de limpieza del extracto. Una parte alícuota de 5,0 ml de la capa 
superior de ACN se transfirió al tubo de 15ml Bond Elut QuEChERS AOAC dispersivo - SPE. 
 
Este tubo SPE contiene 400 mg de PSA, 400 mg de C18EC y 1200 mg de MgSO4 anhidro. 
Después de un minuto de agitación, los tubos se centrifugaron a 4000 rpm durante 5 min. Una 
alícuota de 4 ml del extracto se filtró a través de un filtro de jeringa de 0,45 micrómetros de 
PVDF, a continuación, 1000 μl de extracto fue colocado en un vial dentro del autosampler para 






















Figura 2. Diagrama de flujo del procedimiento de preparación de muestras AOACQuEChERS 
Fuente: PULE, Bellah, MMUALEFE, Lesego, TORTO, Nelson. Analysis of polycyclic aromatic 
hydrocarbons in soil with Agilent Bond Elut HPLC – FLD. Agilent Technologies, USA, 6 de enero 
de 2012. p.3 
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Para realizar un control de calidad de la extracción, con el fin de garantizar confiabilidad y 
repetibilidad en la extracción se debe preparar una serie de muestras que deberán ser incluidas 
en las secuencias de análisis de cada lote analítico: 
 
Muestra de control, que es una muestra preparada que contiene los analitos de interés y tiene 
concentración conocida. 
 
Muestra adicionada y muestra duplicada, que son muestras o submuestras reales a las que se les 
añade los analitos de interés a una concentración conocida. 
 
Blanco de laboratorio, se le conoce también como blanco del método y es un vial que contiene 
un volumen de la mezcla de solventes o de acetonitrilo puro. 
 
 
2.3.4  Calibración del equipo para el análisis de muestras. Con la calibración se determinan 
los factores de respuesta que el software usa para calcular concentraciones absolutas de 
componentes analizados mediante inyecciones de calibración. 
 
Una vez preparadas las muestras, el siguiente paso es crear el método fijando los parámetros  
necesarios y posteriormente calibrar el equipo para la caracterización, identificación y 
cuantificación de los analitos en las muestras que ya han sido preparadas. El cromatógrafo se 
calibra con un estándar externo, a partir del cual se preparan soluciones de diferente  
concentración para obtener una curva de calibración en base a la que se va a determinará sus 
respectivos tiempos de retención y se va a cuantificar los componentes de interés. 
 
 
2.3.4.1  Preparación de las soluciones de calibración a partir del mix estándar. Para calibrar el 
método se usó el estándar  PAH SOLUTION MIX Z-013-17 0,2 mg/ml in CH2Cl2: MeOH 
(1:1) 16 componentes en 1ml. 
 
Se debe manipular las soluciones con guantes de nitrilo y usar la campana de extracción. Para 
disminuir errores en la preparación de las soluciones y obtener una mejor correlación en la 
curva de calibración. 
a) En un balón aforado de 100ml se diluye todo el volumen del estándar 100 veces en 




b) Se preparan  soluciones  de diferente concentración (niveles de concentración) a partir del 
estándar diluido usando balones de aforación y acetonitrilo como diluyente. Según el método 
oficial EPA 610 se deben preparar como mínimo tres niveles de concentración para cada  
compuesto de interés. 
 
Tabla 6. Niveles de concentración preparados para la calibración con estándar externo 
V. patrón [ml] V. aforo [ml] Concentración [μg/ml] 
1* 100 2 
8 10 1,6 
6 10 1,2 
4 10 0,8 
2 10 0,4 
  * Volumen inicial total de estándar contenido en la ampolla 
 
c) Se verifica la concentración de cada HAP en el certificado del estándar (concentración 
certificada) y se calcula la concentración de cada HAP para cada solución como se indica en 
la sección 4.1.1. 
d) Trasvasar a un vaso una cantidad aproximada de solución que se necesita para todas las 
soluciones que se va a preparar, esto disminuye el riesgo de contaminación 
e) Tomar el volumen requerido con la pipeta volumétrica y colocar en el balón de aforación 
f) Colocar en un vaso una cantidad aproximada de volumen de acetonitrilo necesaria para 
preparar las soluciones y con ayuda de una pipeta aforar el balón que contiene la solución 
previamente colocada e inmediatamente tapar 
g) Etiquetar el balón indicando la concentración del estándar 
h) Una vez preparadas todas las soluciones, con ayuda de una pipeta pasteur tomar 
aproximadamente 1ml de solución y colocar en el vial, inmediatamente etiquetar el vial. Para 
evitar cambios en la concentración de las soluciones usar diferente pipeta pasteur para cada 
nivel de concentración, la misma que debe estar previamente etiquetada para evitar 
confusión. 
 
2.3.4.2  Creación del método. Para crear el método usar el software offline mediante los 
siguientes pasos: 
a) Siempre que se vaya a crear un método se parte del método predeterminado (default), para 
esto, en el menú File se elige la opción load/ Method, al abrirse la ventana de selección, se 
escoge el método DEF_LC.M  
b) Se espera a que cargue, y se guarda con otro nombre, nunca se debe sobre escribir el
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método predeterminado, para guardar, en el mismo menú File se escoge la opción save as/ 
Method, entonces se da un nombre o código fácil de recordar o identificar 
c) Una vez creado y nombrado, editar el método, sus variables, parámetros, condiciones, etc. 
seleccionando Edit Entire Method en el menú Method. 
 
Se comprueba que todas las variables estén correctas conforme al método; el siguiente paso es 
obtener las curvas de calibración de cada HAP, para lo cual se corre las muestras de cada nivel 
de preparación, para esto se crea una secuencia de corrida de la siguiente manera: 
a) Del menú Sequence ubicado en la barra superior se selecciona Sequence parameters, se abre 
una ventana en la que se puede editar las condiciones requeridas; dentro de esta ventana, en 
el botón Part of method elegir Acquisition Only y para optar por el lugar donde se quiere 
almacenar los datos y cromatogramas obtenidos se crea una carpeta, en este caso es la 
carpeta RG que se ubica  en la dirección C:\ Chem32\ 1\ DATA\ RG que es creada al instalar 
el software, entonces en el botón Subdirectory se escribe RG o el nombre de la carpeta que 
se haya creado. 
b) En el submenú sequence table, se elige la posición del vial, es importante que la plataforma 
para viales esté colocada (si no está colocado el muestrador, no permite elegir la posición del 
vial) 
c) Colocar el nombre de cada muestra en la tabla de secuencia 
d) Elegir el método para cada muestra (Method name) 
e) Elegir el número de inyecciones (Inj/vial), para calibrar se recomienda mínimo 3 inyecciones 
por cada nivel para poder obtener un promedio 
f) Elegir el tipo de muestra (Sample Type) si no se elige esto para cada vial, no se puede elegir 
el nivel de calibración (Cal Level) 
g) Elegir Cal Level colocando números desde el 1 hasta el número de soluciones estándar 
preparadas  numerando desde el de menor concentración asignando el número 1 hasta el de 
mayor concentración con 5, en caso de ser 5 muestras. Si la secuencia no es de calibración 
no se elige esta opción 
h) Programar la corrida del blanco antes de las muestras de calibración 
i) Programar una muestra de control normalmente se escoge la solución de mayor 
concentración 







2.3.4.2.1  Condiciones cromatográficas 
 
Tabla 7. Condiciones cromatográficas usadas para la separación de HAPs 
Columna Agilent ZORBAX Eclipse PAH C18 4.6x50mm, 
1.8µm 
Flujo 0.8 ml/min 
Temperatura de columna 18ºC 
Volumen de inyección 5 µl 
Tiempo de estabilización 1 min 
Fuente: PULE, Bellah, MMUALEFE, Lesego, TORTO, Nelson. Analysis of polycyclic 
aromatic hydrocarbons in soil with Agilent Bond Elut HPLC – FLD. Agilent Technologies, 
USA, 6 de enero de 2012, p. 3 
 
Partiendo del gradiente propuesto por Agilent Technologies (2012), se realizarón 
experimentaciones para optimizar el gradiente de separación, obteniéndose el que se indica en la 
tabla 6, el cual dio una mejor resolución y separación de los picos respecto al resto de 
variaciones realizadas. 
 
Fase móvil:  A= Acetonitrilo CH3CN 
  B= Agua deionizada H2O 
 
Tabla 8. Gradiente de la fase móvil usado para la separación de HAPs 
Tiempo (min) % C  % B 
0 40 60 
1.5 40 60 
7 10 90 
13 0 100 
16 40 60 
Fuente: PULE, Bellah, MMUALEFE, Lesego, TORTO, Nelson. Analysis of polycyclic 
aromatic hydrocarbons in soil with Agilent Bond Elut HPLC – FLD. Agilent Technologies, 




















1 NAFTALENO                 260 352  
2 ACENAFTILENO*       -- -- 230 
3 ACENAFTENO               260 352 -- 
4 FLUORENO                    260 352 -- 
5 FENANTRENO                260 352 -- 
6 ANTRACENO                 260 420 -- 
7 FLUORANTENO            260 460 -- 
8 PIRENO                          260 420 -- 
9 1,2-BENZOANTRACENO 260 460 -- 
10 CRISENO                        260 352 -- 
11 BENZO(a)PIRENO        260 420 -- 
12 BENZO(b)FLUORANTENO     260 420 -- 
13 BENZO(k)FLUORANTENO     260 420 -- 
14 DIBENZO(a,h)ANTRACENO  260 420 -- 
15 BENZO(g,h,i)PERILENO    260 460 -- 
16 INDENO(1,2,3-cd)PIRENO 260 460 -- 
*Para este compuesto se usó una señal UV para obtener mejor amplitud en la señal 
 
2.3.4.3 Preparación de las fases móviles. La fase móvil está compuesta por una mezcla de 
acetonitrilo – agua, los solventes deben ser de grado cromatográfico, caso contrario purificarlos 
por destilación; filtrar los solventes por separado a través de un filtro de membrana de 0,45µm 
con el equipo de filtración; luego se coloca cada componente de la fase móvil debidamente 
filtrado en las botellas de abastecimiento la cantidad aproximada de cada solvente que se 
utilizará en la corrida; se degasifica por ultrasonido cada solvente durante diez minutos en los 
respectivos recipientes que abastecerán al cromatógrafo para evitar trasvasar ya que los 
solventes reabsorben aire al cambiar de recipiente. 
Se colocan los viales en la posición deseada dentro de la plataforma del autosampler, un vial 
blanco que contiene el solvente puro, los  viales con cada nivel de concentración y si se desea 
una muestra desconocida que contenga alguno de los componentes de interés. 
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Una vez creada la secuencia, usar el software chemstation online, verificar que el método y la 
secuencia creados estén cargados y se enciende todos los componentes del HPLC, esperar unos 
40 minutos hasta que la columna se acondicione, balancear la señal con el botón balance en la 
ventana plot y se corre la secuencia. 
 
Con los datos generados se crea la tabla de calibración usando los tiempos de retención 
promedio para cada nivel, seguidamente se integra los cromatogramas para obtener el área de 
cada pico y automáticamente los datos se llenan en la tabla, verificamos la correlación de las 
curvas de calibración,  el valor R debe ser  mayor a 0,99 para cada componente calibrado para 
dar por satisfactoria la calibración. 
 
 
2.3.5  Identificación. La detección de los HAP’s se realizó utilizando la secuencia de orden de 
aparición en el cromatograma patrón del método oficial EPA 610 y específicamente los tiempos 
de retención relativos del cromatograma patrón del método recomendado por Agilent 
Technologies (Tabla 9). Se comprobó los tiempos de retención y la resolución de los picos 
cromatográficos con la corrida del estándar bajo el método creado para cuantificar los HAPs. 
 
Tabla 10. Tiempos de retención relativos aproximados del cromatograma patrón para 
HAPs de Agilent Technologies 
Orden* COMPUESTO Abreviatura T.R. (min)** 
1.  NAFTALENO                  NAF 2.216 
2.  ACENAFTILENO ACE 2.756 
3.  ACENAFTENO               ACI 3.621 
4.  FLUORENO                    FLU 3.810 
5.  FENANTRENO              FEN 4.432 
6.  ANTRACENO                 ANT 5.108 
7.  FLUORANTENO            FLT 5.756 
8.  PIRENO                         PIR 6.243 
9.  1,2-BENZOANTRACENO  B(a)A 7.810 
10.  CRISENO                       CRI 8.216 
11.  BENZO(a)PIRENO        B(a)P 9.162 
12.  BENZO(b)FLUORANTENO    B(b)F 9.432 
13.  BENZO(k)FLUORANTENO   B(k)F 10.216 
14.  DIBENZO(a,h)ANTRACENO DBA 12.189 
15.  BENZO(g,h,i)PERILENO     B(g,h,i,)P 13.027 
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Continuación Tabla 10. 
16.  INDENO(1,2,3-cd)PIRENO  I(c,d)P 13.513 
  *Orden de elución en el cromatograma 
  ** Tiempo de retención 
 
 
2.3.6  Verificación de la calibración. Luego de calibrado el método y posteriormente de usarlo 
para determinar muestras de suelo, tanto la curva de calibración como los tiempos de retención 
deben ser verificados antes de cada corrida simple o de cada secuencia y al final. Se deberá 
correr blancos de solvente para establecer si existe contaminación dentro del laboratorio que 
puede alterar los resultados del análisis o dar falsos positivos con picos cromatográficos que no 
estaban presentes en las muestras analizadas. 
 
2.3.7  Cuantificación. La cuantificación se realizó con el software ChemStation utilizando las 
curvas de calibración obtenidas a partir del patrón o estándar externo al ser inyectado en 
diferentes concentraciones y con dos inyecciones duplicadas por cada nivel. 
 
 
2.3.7.1  Límites de detección y cuantificación. Dentro de un método analítico, al hablar de 
límites de detección se interpreta como la mínima concentración de analito que se puede 
detectar en una muestra, al contrario se conoce como límite de cuantificación la mínima 
concentración de analito que se puede cuantificar en una muestra. La precisión y exactitud de 
ambas definiciones dependerán de las condiciones experimentales y del rango entre los niveles 
de calibración, ya que una calibración se realiza para un rango esperado de cantidad de analito. 
 
Cuando se trata de un método instrumental que se ha establecido oficialmente, no es necesario 
determinar el límite de detección simplemente se debe demostrar que el procedimiento que se 
está usando, realmente detecta los componentes deseados al nivel que se espera. Existen 
diferentes maneras para determinar los límites tanto de detección como de cuantificación para 
procedimientos instrumentales y no instrumentales; con cualquier método que se utilice se debe 
disponer de varias muestras conocidas con concentraciones cercanas a la concentración del 
límite de detección requerido para el método de análisis que se está utilizando. 
 
Los rangos de calibración se plantearon desde 0,4 μg/ml hasta 1,6 μg/ml, las soluciones de 
estándar para cada nivel de calibración fueron preparadas dentro de este rango y se comprobó la 
detección de los picos cromatográficos tanto en los límites superiores como en los inferiores de 
este rango además de la cuantificación en dichos límites. 
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2.4  Procedimientos adicionales 
 
 
2.4.1  Determinación de la humedad en muestras de suelo. Para determinar el contenido de 
humedad de una muestra de suelo en porcentaje, usar la muestra adicional para el control de 
humedad que se indica al realizar el secado de las muestras en el literal 3.3.2.1. Esta muestra se 
la debe tratar basándose en la norma INEN-690 de la siguiente manera: 
a) Secar el vidrio reloj a 105°C±5°C para asegurar la eliminación de cualquier tipo de 
contaminante orgánico presente 
b) Dejar enfriar por lo menos durante 45 minutos  
c) Determinar la masa del vidrio reloj con una exactitud de 1mg 
d) Con una espátula transferir 10 g de la muestra de suelo destinada para este proceso, 
determinar la masa con una exactitud de 1mg 
e) Dejar secar esta muestra durante 16 horas a una temperatura de 105°C±5°C 
f) Enfriar la muestra durante por lo menos 45 minutos antes de pesar 
g) Determinar la masa del vidrio reloj con la muestra secada de suelo con una exactitud de 1mg  
h) Calcular el % de masa seca utilizando la ecuación 7 
          
          
         
     
Donde: 
m1= masa en gramos del vidrio reloj vacío 
m2= masa en gramos del vidrio reloj con muestra húmeda 
m3= masa en gramos del vidrio reloj con muestra después de secar 
 
El contenido de agua está en relación a la masa húmeda de suelo. La muestra o muestras usadas 
para determinar la masa húmeda se deben desechar una vez terminado el proceso y no utilizarlas 
para análisis, ya que pueden haberse degradado los componentes de interés. 
 
2.4.2  Limpieza y mantenimiento del equipo. Para asegurar un buen funcionamiento del equipo, 
se debe planificar una limpieza de las líneas del equipo, agujas de inyección, sellos, botellas y 
boquillas de succión (buzos) de solventes. Las líneas se limpian para eliminar posibles 
contaminantes bacterianos y evitar la formación de algas, además si se va a cambiar la fase 
móvil, se debe liberar totalmente las vías de fase móvil e incluso de la presencia de burbujas de 
aire que puedan estar ocasionando errores de reproducibilidad, esto se lo hace con una purga de 
la bomba que se la puede realizar con un flujo de 0,2ml/min hasta que se estabilice, luego se 
puede aumentar el flujo en un rango de 2 a 5 ml/min por 10 minutos  dependiendo de la 
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eficiencia lograda en la purga, generalmente se varía el rango cuando hay presencia de burbujas 
y se va aumentando hasta que empiecen a salir por efecto de la presión.  
 
La purga se puede hacer desde el menú Help o con el comando F1, buscar reference cell/ Split y 
automáticamente corre la purga de la bomba. La limpieza de sellos se elige en la ventana de los 
instrumentos, en la bomba la opción with wash seal y en la inyección needle wash; para estas 
dos opciones verificar primero que el contenedor de isopropanol no esté vacío, caso contrario, 
nunca elegir estas opciones ya que se corre riesgo de dañar estas partes del equipo e ingresa aire 
a través de esta línea. Las botellas se limpian regularmente, el agua debe ser reemplazada 
aproximadamente cada tres días, nunca dejar agua por más de tres días en las botellas porque se 
propicia la contaminación con microorganismos en las tuberías y formación de microfilm en los 
buzos, lo que provoca ingreso de burbujas al sistema, en cambio la fase móvil se debe cambiar 
en un período aproximado de una semana, aunque de preferencia se debe llevar un control de 
pH de ésta tanto para la fase móvil al momento de colocarla en las botellas y después de dos 
días para verificar que todavía sirva hasta cumplir el período recomendado;  nunca se debe dejar 
las botellas vacías, si se va a dejar de utilizar por un período relativamente largo de tiempo, 
colocar el buzo de la botella de agua en metanol grado cromatográfico ya que los succionadores 
se secan y también necesitan un lavado periódico en reposo en agua tipo 1 durante 30 minutos y 
luego en metanol, finalmente se termina la limpieza de estos implementos con 10 minutos en el 
ultrasonido, luego se dejan reposar por 1 hora en un vaso que contiene las respectivas fases 
móviles en las que van a permanecer durante el análisis. 
 
2.4.3  Determinación de HAPs en emisiones gaseosas de fuentes fijas de combustión. 
Adicionalmente se realizó la determinación de hidrocarburos aromáticos policiclicos en una 
fuente de emisión gaseosa fija con el fin de comprobar el rendimiento de la columna para este 
tipo de muestras y dar un valor suplementario al trabajo de investigación.  
 
 
2.4.3.1  Limpieza de la resina adsorbente. Debido a que la resina XAD no es de alta pureza ya 
que está contenida en un recipiente plástico, hay que realizar una limpieza ya que al contacto 
con el plástico suele tener adsorbidos contaminantes provenientes de este que luego interferirán 
en el análisis cromatográfico ya sea provocando ruido excesivo en el cromatograma, distorsión 
de señales o picos que coeluyen, complicando la determinación de los compuestos de interés. Se 
limpia la resina siguiendo el procedimiento indicado: 
 
Se debe realizar una limpieza de la resina XAD 2 usando un soxhlet y como solvente metanol,  
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una vez terminada la extracción de limpieza se procederá de igual forma con hexano como 
 solvente. 
 
En caso de no disponer del equipo se puede optar por un procedimiento alternativo: 
a) Pesar la cantidad de resina XAD-2 que se pretende usar para el muestreo 
b) En un erlenmeyer libre de impurezas se coloca la resina con metanol 
c) La cantidad de metanol dependerá del objetivo; se recomienda limpiar con una relación de 
solvente – resina de 3 – 1 
d) Se agita bien y se separa luego en el ultrasonido durante 5 minutos 
e) Se separa la fase acuosa con un filtro de membranas de 0,45µm 
f) Este procedimiento se realizará por 2 veces 
g)  Una vez finalizado el proceso de limpieza con metanol, se deberá evaporar completamente 
el solvente en una estufa con ventilación a una temperatura menor a 80°C para no 
comprometer la estructura de la resina, o se puede usar cualquier otro                                 
método para evaporar el solvente, tomando en cuenta que se lo debe realizar en un área 
ventilada o de preferencia dentro de una campana de extracción 
h) Se comprueba la sequedad de la resina pesando cada 30 minutos a partir de que se note 
aparentemente seca, se sigue evaporando hasta alcanzar un peso constante igual al peso 
inicial de resina sin solvente 
i)  Una vez que se compruebe que la resina esté seca, se usa un solvente menos polar, en este 
caso se usó hexano y se procede de la misma manera por 2 veces, usando la misma relación 
solvente – resina 
j) Finalmente se evapora completamente a una temperatura menor a 80°C y la resina estará 
totalmente limpia. 
 
La primera evaporación se la lleva a cabo ya que al entrar en contacto los dos solventes pueden 
provocar reacciones no deseadas con la resina. 
 
2.4.3.2  Procedimiento de muestreo en fuentes gaseosas fijas. La toma de muestras se realizó 
en una chimenea fija de combustión y se la hace de acuerdo al procedimiento normalizado 
ASTM D 6209 usando una resina adsorbente tipo XAD que se coloca en el tren isocinético 
entre el condensador y el recipiente de sílica gel para retener los HAPs y luego su posterior 
preparación, extracción y análisis. Inmediatamente la resina es refrigerada y llevada al 
laboratorio para continuar con la siguiente fase. El equipo consta de las partes que se muestra en 












    
                                                                                                                                                                                                         




2.4.3.3  Extracción de la muestra de una fuente fija La extracción de los HAPs contenidos en 
la resina se realiza de acuerdo al siguiente procedimiento: 
 
En un tubo de ensayo de punta cónica o tubo de ensayo plástico para centrífuga de 50ml, se 
coloca 2g de muestra se añade 10ml de solvente que puede ser diclorometano, etilacetato o 
hexano o una mezcla diclorometano - etilacetato ó diclorometano – hexano.  
 
En este caso se usó una mezcla de acetato de etilo y diclorometano en proporción 7:3, se agita 
bien y enseguida se procede a separar por ultrasonido durante 10 minutos, también se lo puede 
hacer con un soxhlet. La muestra se separa en 2 fases, la fase orgánica (superior) se transfiere a 
otro tubo cónico más pequeño de 15ml. Se toma la fase orgánica y se procede a evaporar con 
nitrógeno a una temperatura de 30°C durante 15 a 30 minutos, hay que controlar la evaporación 
instantes antes de la evaporación total del líquido y observar el momento exacto de finalización, 
el analito de interés quedará adherido a las paredes del tubo y deberá ser retirado 
inmediatamente de terminada la evaporación, caso contrario se corre el riesgo de evaporación 
del analito por efecto del nitrógeno. Al no disponer del evaporador de nitrógeno, se evaporó en 




La evaporación del solvente o mezcla de solventes es estrictamente necesaria ya que no puede 
este ingresar al HPLC. 
 
Inmediatamente se procede a colocar en el tubo el solvente que será usado como fase móvil, en 
nuestro caso el acetonitrilo. La cantidad de este dependerá de la necesitada para el análisis 
cromatográfico, siempre debe ser mayor a esta, por ejemplo de 3-5ml si se requiere 1,5ml para 
el vial. 
 
Se filtra con una membrana de 0,2 µm y se transfiere a un vial, en caso de no realizar el análisis 
cromatográfico inmediatamente, se debe refrigerar el vial y además el analito residuo del tubo 
como respaldo para comprobación y posteriores análisis. 
 
a) Fundamento. Este método se basa en la extracción de los hidrocarburos aromáticos 
policíclicos de una resina que retiene los compuestos por adsorción que a su vez se 
obtuvieron de una fuente gaseosa; se propicia un contacto íntimo entre la matriz de la 
muestra y un solvente de extracción orgánico volátil apropiado por reflujo se separan los 
hidrocarburos si se usa un soxhlet; en cambio, si se usa ultrasonido, los sonidos de alta 
frecuencia producidos por este equipo desprenden los hidrocarburos de la matriz, las 
partículas sólidas y líquidas vibran lo que provoca que el analito pase a la fase acuosa del 
sistema de extracción o sea al solvente.  
 
b) Control del procedimiento. Con el fin de garantizar confiabilidad y repetibilidad de este 
método, es necesario realizar un control del procedimiento, y se lo puede hacer de dos 
maneras: 
 Primero se puede realizar la toma de muestras usando un blanco, en este caso el blanco sería 
aire puro, el cual se debe dejar pasar por el equipo de muestreo con la resina limpia y luego 
comprobar que en el análisis y extracción se obtenga un resultado negativo de contenido de 
HAPs, esto da incluso seguridad en cuanto a la limpieza de la resina XAD 2. 
 Otro procedimiento sería tomar una muestra de resina limpia y una muestra de resina sin 
limpiar, realizar el proceso de extracción por separado en dos tubos, añadir una cantidad 
específica de solución patrón, mezclar bien agitando fuertemente durante un minuto y 
dejando en reposo y tapando durante un día en un sitio oscuro y a menos de 30ºC seguir el 
procedimiento de preparación de la muestra y llevar al HPLC para análisis y determinar la 
recuperación del analito. 
 
Una vez comprobado esto, se pueden tomar muestras reales, caso contrario, mejorar o cambiar  
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el proceso de limpieza de la resina adsorbente. Además se debe colocar en una de las muestras 
200µl de solución estándar como solución spike para determinar el rendimiento de extracción. 
 
 
2.5  Ensayos y normas utilizados en la determinación de HAP’s 
 
Tabla 11. Métodos y normas utilizados en la determinación de HAP’s 
 
 
2.5.1  Significado de los ensayos y normas realizados 
 
 
2.5.1.1  Determinación del contenido de agua. Esta norma establece el método para determinar 
en el laboratorio el contenido de agua de los suelos, mediante el secado al horno. [13] 
 
2.5.1.2  Determinación de gases y partículas de hidrocarburos aromáticos policíclicos en el 
aire ambiental. Los hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAP) definidos por el presente 
método de ensayo son compuestos formados por dos o más anillos aromáticos fusionados. 
 
Varios HAP se considera que son probables carcinógenos humanos, los 
HAP se emiten a la atmósfera principalmente a través de la madera o la combustión de 
combustibles fósiles. 
 
Los HAP de dos y tres anillos están típicamente presentes en el aire urbano en concentraciones 
que van desde 10 hasta varios cientos de nanogramos por metro cúbico (ng/m
3
); aquellos con 




ENSAYO/NORMA NOMBRE DEL ENSAYO/NORMA 
INEN 690 Determinación del Contenido de Agua 
ASTM D 6209 Determination of gaseous and particulate polycyclic aromatic 
hydrocarbons in ambient air 
LIBRO VI Anexo 2 Norma de Calidad Ambiental del Recurso Suelo y Criterios de 
Remediación para Suelos Contaminados 




Los HAP abarcan un amplio espectro de presiones de vapor (por ejemplo, de 1,1x 10
-2
 kPa para 
el naftaleno a 2x 10
-13
 kPa para el coroneno a 25º C). Aquellos HAP con presiones de vapor por 
encima de aproximadamente 10
-8
 kPa estarán presente en el aire ambiente sustancialmente 
distribuidos entre las fases gaseosa y de partículas. Este método de ensayo permitirá la toma de 
ambas fases. Sin embargo, las partículas de fase PAH tienden a perderse del filtro de partículas 
durante el muestreo debido a la desorción y la volatilización. 
 
La distribución entre las fases depende de la temperatura ambiente, la humedad, los tipos y 
concentraciones de materia particulada y HAP, y el tiempo de residencia en el aire. Los HAP, 
especialmente aquellos que tienen presiones de vapor por encima de 10
-8
 kPa, pueden vaporizar 
de filtros de partículas durante el muestreo. Por consiguiente, una trampa de vapor de respaldo 
debe ser utilizada para el muestreo eficiente. 
 
Los análisis separados del filtro y de la trampa vapor no reflejan las distribuciones originales 




2.5.1.3  Norma de calidad ambiental del recurso suelo y criterios de remediación para suelos 
contaminados. La presente norma técnica determina o establece: 
a) Normas de aplicación general para uso de distintos usos.  
b) Criterios de calidad de un suelo. 
c) Criterios de remediación para suelos contaminados. 
d) Normas técnicas para evaluación de la capacidad agrológica del suelo. [15] 
 
2.5.1.4  Determinación de emisiones de material particulado desde fuentes fijas. Resumen del 
método. El material particulado se retira isocinéticamente de la fuente y se recoge sobre un filtro 
de fibra de vidrio manteniendo a una temperatura de 120 ± 14 ºC (248 ± 25 ºF) o cualquier otra 
temperatura tal como se especifica por una subparte aplicable de las normas o aprobados por el 
Administrador para una determinada aplicación. 
 
El peso molecular másico que incluye cualquier material que condense en o por encima de la 
temperatura de filtración, es determinado gravimétricamente después de la eliminación del agua 








3. CÁLCULOS Y RESULTADOS 
 
 
3.1 Cálculos para la calibración del  método 
 
 
3.1.1  Cálculo de la concentración de cada componente en las distintas diluciones de 
calibración 
 
    
     
  
                                                                                                                                               
 
Donde: 
C1= concentración inicial (concentración certificada) 
V1= volumen inicial 
C2= concentración final 
V2= volumen final 
 
Cálculo modelo 
    
               
     






3.1.2  Cálculo del área bajo la curva promedio de cada pico de calibración 
 
 ̅  
           
 
                                                                                                                                   
 
Donde: 
A11 = área del HAP#1 para el primer nivel en la primera inyección 
A12 = área del HAP#1 para el primer nivel en la segunda inyección  
A13 = área del HAP#1 para el primer nivel en la tercera inyección 






 ̅  
                        
 
                
 
 
3.1.3  Cálculo de la concentración promedio de una solución de calibración para determinar 
el coeficiente de variación de cada HAP 
 
 ̅  
        
 
                                                                                                                                          
 
Donde: 
C1 = concentración determinada en la primera inyección 
C2 = concentración determinada en la segunda inyección 
C3 = concentración determinada en la tercera inyección  
 ̅ = concentración promedio 
 
Cálculo modelo 
 ̅  
       
  
          
  




                 
 
 
3.1.4  Cálculo de la desviación estándar para cada HAP 
 
   √
∑      ̅      
   
                                                                                                                                   
 
   √
     ̅        ̅        ̅  




x1 = concentración determinada en la primera inyección 
x2 = concentración determinada en la segunda inyección 
x3 = concentración determinada en la tercera inyección  
n = número de resultados 





   √
                                                        
   
  
   S =               
 
 
3.1.5  Cálculo de la desviación estándar relativa (RSD) para cada HAP 
 
     
 
 ̅
                                                                                                                                                         
 
Cálculo modelo 
     
       
       
         
 
 
3.1.6  Cálculo del coeficiente de variación (CV) para cada HAP 
 
        
 
 ̅
                                                                                                                                   
 
Cálculo modelo 
    
       
       
              
 
 
3.2 Cálculos para la determinación de HAPs en suelos 
 
 
3.2.1  Cálculo del porcentaje de humedad 
 
          
          
          
                                                                                                                    
 
Donde: 
m1= masa en gramos del vidrio reloj vacío 
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m2= masa en gramos del vidrio reloj con muestra húmeda 
m3= masa en gramos del vidrio reloj con muestra después de secar 
 
Cálculo modelo 
          
             
              
             
 
 
3.2.2  Cálculo del factor de dilución del spike para estudios de recuperación en suelos 
 
   
      
                
                                                                                                                          
 
Donde: 
fd = factor de dilución 
Vspike = volumen adicionado (spike) en la extracción 
VACN = volumen de acetonitrilo en la extracción 
VH2O = volumen de agua en la extracción 
 
   
   




         
 
 
3.2.3  Cálculo de la concentración teórica del spike corregida con el factor de dilución 
 
                                                                                                                                             
 
Donde: 
Ct = concentración teórica del spike durante la extracción 
fd = factor de dilución 
Cspike = concentración del spike antes de adicionar al proceso de extracción 
 
Cálculo modelo 






3.2.4  Cálculo de la recuperabilidad de cada componente 
 
            ó   
           ó          
           ó    ó    
                                                                          
 
Donde: 
Concentración estimada= concentración del spike en el blanco determinada en el HPLC 
Concentración teórica= concentración teórica corregida del spike 
 
Cálculo modelo 
            ó   
     
     
            
 
 
3.2.5  Cálculo del factor másico para las muestras de suelo 
 
    
         
      
 
            
          
 
              
            
                                                                 
 
Donde: 
VACN = volumen de acetonitrilo en la extracción 
VH2O = volumen de agua en la extracción 
msuelo = masa de suelo 
    
        
         
 
            
          
 
              
            
  
             




3.2.6  Cálculo de las concentraciones en unidades de masa de las muestras de suelo 
 
   fm*Ci                                                                                                                                (12) 
 
Donde: 
fm = factor de conversión másico 
Ci = concentración en ug/ml 








             
                   
*0,02228ug/ml = 0,06684 mg/kg 
 
 
3.3 Cálculos para determinar HAPs en las muestras de fuentes fijas de combustión 
 
 
3.3.1  Cálculo de la concentración teórica del spike para muestras de fuentes fijas de 
combustión 
 
                                                                                                                                           
 
Donde: 
Ct = concentración teórica del spike durante la concentración 
VACB = volumen de acetonitrilo de dilución de la muestra 
Cspike = concentración del spike antes de adicionar al proceso de extracción 
 
Cálculo modelo 
   
     
 
              
 
 
3.3.2  Cálculo de los HAPs como fracción de fenantreno, pireno y criseno 
 
    ∑  
 
   
                                                                                                                                                  
 
Donde: 
CT = concentración total de los contaminantes en una muestra considerados en la norma 
Ci = concentración de cada componente  considerado por cada muestra analizada 
 
Cálculo modelo 





3.3.3  Cálculo de la concentración en mg de HAPs 
 
             
      
      
 
           
              
                                                                                
 
Donde: 
Cmg = concentración total en mg de HAPs 
CT = concentración total de los contaminantes en una muestra considerados en la norma 
Vdil = volumen de dilución de la muestra 
mm XAD = masa de XAD muestreada  
ma XAD = masa de XAD analizada en el laboratorio 
 
Cálculo modelo 
         
  
  
     
        
            
 
           
               
          
 
 
3.3.4  Cálculo de la concentración en mg de HAPs expresados como carbono equivalente  
 
   f*CT                                                                                                                                  (16) 
 
Donde: 
f = factor (0,95) 
CT = Concentración en mg 
 
Cálculo modelo 
C = 0,95*0,0821 = 0,0779 mgC 
 
 
3.3.5  Corrección de volumen de gas seco a condiciones normales 
 
              
     
  
    
  
                                                                                                        
 
Donde: 
Vm(CN) = Volumen de gas seco medido durante el muestreo corregido a CN  
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K1 = 16,4328ºR/inHg a condiciones normales 
Vm = Volumen de gas seco medido durante el muestreo (32 pie
3
) 
Y = factor de calibración adimensional del tren isocinético (1,6911) 
Pbar = Presión barométrica (213386 inHg) 
ΔH = Presión diferencial promedio que atraviesa el orificio de medición (1,6911 inH2O) 
Tm = temperatura absoluta medida en el muestreo (87,8 °F) 
 
Cálculo modelo 
                     
        
             
            
    
             
                  
 
 
3.3.6 Concentración en mgC/Nm
3 
 
   
   
 
   
          
 
           




   
   
 
         
            
 
           
   
               
 
 
3.3.7 Corrección al %O2 de referencia (7%) 
 
   
   
  
   
   
 
                  
              
                                                                                              
 
Donde: 
%O2 referencia = 7% 
%O2medido = 13,19% 
 
Cálculo modelo 
   
   
        
   
   
 
      
          





3.4  Datos utilizados en los cálculos 
   
 
3.4.1  Datos para calcular la concentración de los niveles de calibración 
 






 [µg/ml] [µg/ml] 
NAFTALENO        201,2 201,6 
ACENAFTILENO  199,0 200,8 
ACENAFTENO 198,6 200 
FLUORENO 199,2 201,0 
FENANTRENO 200,4 201,4 
ANTRACENO 200,2 201,0 
FLUORANTENO 200,6 200,8 
PIRENO 201,4 206,6 
1,2-BENZOANTRACENO 200,0 200,8 
CRISENO 200,4 200,4 
BENZO(a)PIRENO 200,4 200,8 
BENZO(b)FLUORANTENO 198,0 200,6 
BENZO(k)FLUORANTENO 202,0 202,2 
DIBENZO(a,h)ANTRACENO 201,6 201,6 
BENZO(g,h,i)PERILENO 198,4 200,6 
INDENO(1,2,3-cd)PIRENO 200,4 201,2 
 
 
3.4.2. Áreas obtenidas a diferentes niveles de calibración 
 
Tabla 13. Áreas de cada pico para el primer nivel de calibración 
NIVEL DE CALIBRACIÓN 1 
HAP ÁREA 1 ÁREA 2 ÁREA 3 
[LU.s] [LU.s] [LU.s] 
NAFTALENO        9,463 10,740 9,260 
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Continuación Tabla 13 
ACENAFTILENO  *30,596 *30,059 *30,076 
ACENAFTENO 12,326 12,239 12,104 
FLUORENO 24,957 26,358 24,123 
FENANTRENO 51,126 49,390 50,966 
ANTRACENO 81,155 80,954 80,399 
FLUORANTENO 14,114 14,111 13,953 
PIRENO 38,180 38,274 37,725 
1,2-BENZOANTRACENO 9,424 9,675 9,631 
CRISENO 25,605 28,184 27,675 
BENZO(a)PIRENO 48,441 48,289 47,398 
BENZO(b)FLUORANTENO 183,687 181,889 180,105 
BENZO(k)FLUORANTENO 164,027 167,654 173,182 
DIBENZO(a,h)ANTRACENO 20,610 20,409 22,342 
BENZO(g,h,i)PERILENO 16,769 17,304 17,440 
INDENO(1,2,3-cd)PIRENO 8,565 10,201 10,754 
           *unidades de área señal DAD: [mAU*s] 
 
Tabla 14. Áreas de cada pico para el segundo nivel de calibración 
NIVEL DE CALIBRACIÓN 2 
HAP 
 
ÁREA 1 ÁREA 2 ÁREA 3 
[LU.s] [LU.s] [LU.s] 
NAFTALENO        20,504 20,436 19,979 
ACENAFTILENO  *62,098 *61,850 *61,500 
ACENAFTENO 25,323 24,843 24,668 
FLUORENO 53,604 53,904 53,693 
FENANTRENO 99,930 99,857 99,255 
ANTRACENO 160,847 161,714 159,842 
FLUORANTENO 28,166 28,103 27,949 
PIRENO 77,252 77,593 76,509 
1,2-BENZOANTRACENO 19,478 19,188 19,159 
CRISENO 45,648 45,229 45,539 
BENZO(a)PIRENO 95,543 95,204 94,373 
BENZO(b)FLUORANTENO 347,893 348,209 346,513 
BENZO(k)FLUORANTENO 347,591 348,372 353,132 
DIBENZO(a,h)ANTRACENO 37,847 38,069 37,312 
 44 
 
Continuación Tabla 14 
BENZO(g,h,i)PERILENO 30,919 27,419 27,450 
INDENO(1,2,3-cd)PIRENO 15,784 8,168 8,264 
    *unidades de área señal DAD: [mAU*s] 
 
 
Tabla 15. Áreas de cada pico para el tercer nivel de calibración 
NIVEL DE CALIBRACIÓN 3 
HAP 
 
ÁREA 1 ÁREA 2 ÁREA 3 
[LU.s] [LU.s] [LU.s] 
NAFTALENO        28,319 25,554 25,785 
ACENAFTILENO  *84,870 *84,415 *84,091 
ACENAFTENO 34,221 34,190 33,183 
FLUORENO 73,661 72,552 67,073 
FENANTRENO 139,344 137,995 137,661 
ANTRACENO 222,642 222,739 221,766 
FLUORANTENO 39,276 38,638 38,984 
PIRENO 109,997 110,029 109,907 
1,2-BENZOANTRACENO 26,337 26,513 26,043 
CRISENO 62,384 63,781 60,324 
BENZO(a)PIRENO 130,099 129,101 129,920 
BENZO(b)FLUORANTENO 466,213 467,862 461,269 
BENZO(k)FLUORANTENO 535,920 538,973 534,022 
DIBENZO(a,h)ANTRACENO 50,029 50,646 47,444 
BENZO(g,h,i)PERILENO 42,517 42,754 39,190 
INDENO(1,2,3-cd)PIRENO 19,803 22,042 10,125 
    *unidades de área señal DAD: [mAU*s] 
 
Tabla 16. Áreas de cada pico para el cuarto nivel de calibración 
NIVEL DE CALIBRACIÓN 4 
HAP 
 
ÁREA 1 ÁREA 2 ÁREA 3 
[LU.s] [LU.s] [LU.s] 
NAFTALENO        37,155 36,752 37,162 
ACENAFTILENO  115,516 115,925 115,608 
ACENAFTENO 47,276 47,469 47,180 
FLUORENO 103,175 103,011 105,090 
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Continuación Tabla 16 
FENANTRENO 184,973 186,264 189,803 
ANTRACENO 302,288 300,939 300,590 
FLUORANTENO 53,220 53,282 52,896 
PIRENO 147,157 147,499 147,725 
1,2-BENZOANTRACENO 36,251 36,467 36,091 
CRISENO 80,355 81,147 82,613 
BENZO(a)PIRENO 178,214 178,273 178,485 
BENZO(b)FLUORANTENO 625,232 621,199 628,029 
BENZO(k)FLUORANTENO 716,718 720,108 720,212 
DIBENZO(a,h)ANTRACENO 65,950 65,463 67,969 
BENZO(g,h,i)PERILENO 54,370 54,258 57,788 
INDENO(1,2,3-cd)PIRENO   15,895 15,356 
   *unidades de área señal DAD: [mAU*s] 
 
3.4.3  Datos de masa de muestras de suelo para el cálculo de contenido de humedad 
 












m1 m2 m3 
PR-S1 31,7414 43,412 38,492 
PR-S2 33,4152 45,010 38,793 
PR-S3 32,4188 45,367 38,614 
PR-S4 32,6861 44,249 37,742 
PR-S5 35,7896 47,739 40,437 
PR-S6 31,7698 43,662 38,048 
PR-S7 36,6712 48,424 42,276 
PR-S8 34,5271 46,579 41,192 
PR-S9 14,1391 26,081 18,955 
PR-S10 56,0439 67,879 63,241 
RG-11* 32,8903 45,778 38,283 





3.4.4  Datos de calibración de cada HAP que usa el software para cuantificar HAP’s 
 
Tabla 18. Ecuaciones obtenidas en la calibración de cada HAP 
Componente Ecuación de calibración correlación 
NAFTALENO        Y=22,6943755x+0,5851434 0,99732 
ACENAFTILENO  Y=71,395217x+1,3240861 0,99879 
ACENAFTENO Y=29,0644766x+0,4164532 0,99851 
FLUORENO Y=63,3667163x+0,0533768 0,99695 
FENANTRENO Y=115,466444x+2,7310892 0,99907 
ANTRACENO Y=186,022759x+4,240075 0,99902 
FLUORANTENO Y=32,7929823x+0,6117672 0,99913 
PIRENO Y=91,7095575x+1,1554084 0,99964 
1,2-BENZOANTRACENO Y=22,3152195x+0,431472 0,99871 
CRISENO Y=49,4380515x+3,681991 0,99556 
BENZO(a)PIRENO Y=451,510656x-6,5477536 0,99983 
BENZO(b)FLUORANTENO* Y=109,577956x+2,5602892 0,99866 
BENZO(k)FLUORANTENO Y=383,215299x+17,301048 0,99753 
DIBENZO(a,h)ANTRACENO Y=40,293439x+2,7045898 0,99545 
BENZO(g,h,i)PERILENO Y=33,8150765x+1,4931392 0,99803 
INDENO(1,2,3-cd)PIRENO Y=9,6837425x+2,958578 0,90458 





3.5.1. Concentración teórica de cada componente en los diferentes niveles de calibración 
 
Tabla 19. Concentración teórica de cada HAP contenido en el estándar a los diferentes 




madre Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4 
[µg/ml ] [µg/ml ] [µg/ml] [µg/ml] [µg/ml] [µg/ml] 
NAFTALENO        201,2 2,012 0,4024 0,8048 1,2072 1,6096 
ACENAFTILENO  199 1,99 0,398 0,796 1,194 1,592 
ACENAFTENO 198,6 1,986 0,3972 0,7944 1,1916 1,5888 
FLUORENO 199,2 1,992 0,3984 0,7968 1,1952 1,5936 
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Continuación Tabla 19. 
FENANTRENO 200,4 2,004 0,4008 0,8016 1,2024 1,6032 
ANTRACENO 200,2 2,002 0,4004 0,8008 1,2012 1,6016 
FLUORANTENO 200,6 2,006 0,4012 0,8024 1,2036 1,6048 
PIRENO 201,4 2,014 0,4028 0,8056 1,2084 1,6112 
1,2-BENZOANTRACENO 200 2 0,4 0,8 1,2 1,6 
CRISENO 200,4 2,004 0,4008 0,8016 1,2024 1,6032 
BENZO(a)PIRENO 200,4 2,004 0,4008 0,8016 1,2024 1,6032 
BENZO(b)FLUORANTENO 198 1,98 0,396 0,792 1,188 1,584 
BENZO(k)FLUORANTENO 202 2,02 0,404 0,808 1,212 1,616 
DIBENZO(a,h)ANTRACENO 201,6 2,016 0,4032 0,8064 1,2096 1,6128 
BENZO(g,h,i)PERILENO 198,4 1,984 0,3968 0,7936 1,1904 1,5872 
INDENO(1,2,3-cd)PIRENO 200,4 2,004 0,4008 0,8016 1,2024 1,6032 
 
 
3.5.2. Resultado de las áreas promedio para cada nivel de calibración 
 











[LU.s] [LU.s] [LU.s] [LU.s] 
NAFTALENO        9,821 20,307 26,553 37,023 
ACENAFTILENO  *30,244 *61,816 *84,459 *115,683 
ACENAFTENO 12,223 24,945 33,865 47,308 
FLUORENO 25,146 53,734 71,095 103,759 
FENANTRENO 50,494 99,681 138,333 187,013 
ANTRACENO 80,836 160,801 222,382 301,272 
FLUORANTENO 14,059 28,073 38,966 53,133 
PIRENO 38,060 77,118 109,978 147,460 
1,2-BENZOANTRACENO 9,577 19,275 26,298 36,269 
CRISENO 27,155 45,472 62,163 81,372 
BENZO(a)PIRENO 48,043 95,040 129,707 178,324 
BENZO(b)FLUORANTENO 181,894 347,538 465,115 624,820 
BENZO(k)FLUORANTENO 168,288 349,698 536,305 719,013 
DIBENZO(a,h)ANTRACENO 21,120 37,743 49,373 66,460 
BENZO(g,h,i)PERILENO 17,171 28,596 41,487 55,472 
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Continuación Tabla 20. 
INDENO(1,2,3-cd)PIRENO 9,840 10,739 17,323 15,626 
    *unidades de área señal DAD: [mAU*s] 
 
 
3.5.3.  Concentraciones promedio para cada nivel de calibración 
 












[ug/ml] [ug/ml] [ug/ml] [ug/ml] 
NAFTALENO        0,40000 0,80000 1,20000 1,60002 
ACENAFTILENO  0,40000 0,80002 1,19999 1,60001 
ACENAFTENO 0,40000 0,80000 1,19999 1,60001 
FLUORENO 0,40000 0,79999 1,20002 1,59996 
FENANTRENO 0,40000 0,80000 1,20000 1,59999 
ANTRACENO 0,40000 0,80000 1,20000 1,60000 
FLUORANTENO 0,40000 0,79999 1,20000 1,59998 
PIRENO 0,40001 0,80002 1,19997 1,59994 
1,2-BENZOANTRACENO 0,40002 0,80000 1,20000 1,59999 
CRISENO 0,39999 0,79999 1,20000 1,60001 
BENZO(a)PIRENO 0,40000 0,80000 1,20001 1,59999 
BENZO(b)FLUORANTENO 0,40000 0,80000 1,20000 1,59998 
BENZO(k)FLUORANTENO 0,40000 0,80001 1,19998 1,60002 
DIBENZO(a,h)ANTRACENO 0,40000 0,79999 1,20002 1,59997 
BENZO(g,h,i)PERILENO 0,40000 0,80000 1,20001 1,59998 
 NOTA: Estas concentraciones promedio fueron calculadas con el software chemstation offline 
 
3.5.4.  Desviaciones estándar obtenidas en la cuantificación de cada HAP 
 
Tabla 22. Desviaciones estándar de cada HAP para los diferentes niveles de calibración 
HAP 
 
NIVEL 1 NIVEL 2 NIVEL 3 NIVEL 4 
S, [ug/ml] S, [ug/ml] S, [ug/ml] S, [ug/ml] 
NAFTALENO        0,03267 0,01125 0,06933 0,01015 
ACENAFTILENO  0,00403 0,00389 0,00557 0,00297 
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Continuación Tabla 22 
ACENAFTENO 0,00366 0,01088 0,02094 0,00498 
FLUORENO 0,01797 0,00229 0,05953 0,01783 
FENANTRENO 0,00760 0,00297 0,00773 0,02140 
ANTRACENO 0,00194 0,00466 0,00289 0,00476 
FLUORANTENO 0,00263 0,00319 0,00984 0,00623 
PIRENO 0,00308 0,00575 0,00069 0,00310 
1,2-BENZOANTRACENO 0,00561 0,00731 0,01084 0,00831 
CRISENO 0,02012 0,00383 0,03357 0,02253 
BENZO(a)PIRENO 0,00469 0,00506 0,00492 0,00128 
BENZO(b)FLUORANTENO 0,00394 0,00208 0,00885 0,00879 
BENZO(k)FLUORANTENO 0,01096 0,00686 0,00559 0,00442 
DIBENZO(a,h)ANTRACENO 0,02012 0,00824 0,04129 0,03198 
BENZO(g,h,i)PERILENO 0,00827 0,05627 0,05765 0,05788 
 
 
3.5.5.  Desviaciones estándar relativas calculadas para cada HAP en los diferentes niveles de 
concentración 
 




NIVEL 1 NIVEL 2 NIVEL 3 NIVEL 4 
RSD RSD RSD RSD 
NAFTALENO        0,03267 0,01125 0,06933 0,01015 
ACENAFTILENO  0,00403 0,00389 0,00557 0,00297 
ACENAFTENO 0,00366 0,01088 0,02094 0,00498 
FLUORENO 0,01797 0,00229 0,05953 0,01783 
FENANTRENO 0,00760 0,00297 0,00773 0,02140 
ANTRACENO 0,00194 0,00466 0,00289 0,00476 
FLUORANTENO 0,00263 0,00319 0,00984 0,00623 
PIRENO 0,00308 0,00575 0,00069 0,00310 
1,2-BENZOANTRACENO 0,00561 0,00731 0,01084 0,00831 
CRISENO 0,02012 0,00383 0,03357 0,02253 
BENZO(a)PIRENO 0,00469 0,00506 0,00492 0,00128 
BENZO(b)FLUORANTENO 0,00394 0,00208 0,00885 0,00879 
BENZO(k)FLUORANTENO 0,01096 0,00686 0,00559 0,00442 
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Continuación Tabla 23. 
DIBENZO(a,h)ANTRACENO 0,02012 0,00824 0,04129 0,03198 
BENZO(g,h,i)PERILENO 0,00827 0,05627 0,05765 0,05788 
 
 
3.5.6.  Coeficientes de variación calculados para cada HAP en los diferentes niveles de 
concentración 
 
Tabla 24. Coeficientes de variación de cada HAP para los diferentes niveles de calibración 
HAP 
 
NIVEL 1 NIVEL 2 NIVEL 3 NIVEL 4 
CV CV CV CV 
NAFTALENO        8,16710 1,40574 5,77735 0,63434 
ACENAFTILENO  1,00843 0,48631 0,46387 0,18569 
ACENAFTENO 0,91374 1,35971 1,74468 0,31141 
FLUORENO 4,49162 0,28607 4,96092 1,11422 
FENANTRENO 1,89932 0,37170 0,64428 1,33730 
ANTRACENO 0,48412 0,58262 0,24110 0,29767 
FLUORANTENO 0,65802 0,39923 0,81984 0,38961 
PIRENO 0,77082 0,71824 0,05779 0,19397 
1,2-BENZOANTRACENO 1,40281 0,91398 0,90366 0,51964 
CRISENO 5,03097 0,47835 2,79750 1,40803 
BENZO(a)PIRENO 1,17238 0,63298 0,40999 0,08004 
BENZO(b)FLUORANTENO 0,98469 0,25955 0,73762 0,54953 
BENZO(k)FLUORANTENO 2,73933 0,85752 0,46580 0,27650 
DIBENZO(a,h)ANTRACENO 5,03104 1,02993 3,44091 1,99885 
BENZO(g,h,i)PERILENO 2,06710 7,03364 4,80390 3,61747 
 
 
3.5.7.  Resultados del porcentaje de humedad en las muestras de suelo 
 
Tabla 25. Porcentaje de humedad de las muestras de suelo 
Muestra 
Masa de suelo 
húmedo [g] 
Masa de suelo 
seco [g] 
% Humedad 
m2 – m3 m2 – m1       
      
     
PR-S1 
4,920 11,671 42,157 
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Continuación Tabla 25. 
PR-S2 
6,217 11,594 53,619 
PR-S3 
6,753 12,949 52,153 
PR-S4 
6,507 11,563 56,273 
PR-S5 
7,302 11,950 61,106 
PR-S6 
5,613 11,892 47,203 
PR-S7 
6,148 11,752 52,309 
PR-S8 
5,387 12,052 44,701 
PR-S9 
7,126 11,942 59,671 
PR-S10 
4,638 11,835 39,188 
RG-11* 
7,495 12,888 58,154 
             *muestra compuesta de las 10 sub muestras simples 
 
 
3.5.8. Concentración teórica del spike corregida con el factor de dilución para el método de 
extracción de suelos 
 




[ug/ml]        
fuentes fijas  
[ug/ml] 
suelo 
NAFTALENO        0,11765 0,23671 0,18936 
ACENAFTILENO  0,11765 0,23412 0,18729 
ACENAFTENO 0,11765 0,23365 0,18692 
FLUORENO 0,11765 0,23435 0,18748 
FENANTRENO 0,11765 0,23576 0,18861 
ANTRACENO 0,11765 0,23553 0,18842 
FLUORANTENO 0,11765 0,236 0,1888 
PIRENO 0,11765 0,23694 0,18955 
1,2-BENZOANTRACENO 0,11765 0,23529 0,18823 
CRISENO 0,11765 0,23576 0,18861 
BENZO(a)PIRENO 0,11765 0,23576 0,18861 
BENZO(b)FLUORANTENO 0,11765 0,23294 0,18635 
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Continuación Tabla 26. 
BENZO(k)FLUORANTENO 0,11765 0,23765 0,19012 
DIBENZO(a,h)ANTRACENO 0,11765 0,23718 0,18974 
BENZO(g,h,i)PERILENO 0,11765 0,23341 0,18673 
INDENO(1,2,3-cd)PIRENO 0,11765 0,23576 0,18861 
 
 
3.5.9. Resultados del análisis HPLC de los blancos de extracción de suelo y aire con 
soluciones enriquecidas 
 
Tabla 27. Resultados de concentración de HAP’s en el HPLC en blancos de 
extracción enriquecidos para suelos y fuentes fijas de combustión 






















































3.5.10. Resultados del análisis por HPLC para muestras de suelo 
 
Tabla 28. Resultados de las muestras de suelo, [mg/kg] 
* Submuestra simple PR-S1 con solución adicionada (spike) 
**Muestra compuesta de las 10 sub muestras simples 
 
 
COMPUESTO/MUESTRA PR-S1 PR-S2 PR-S3 PR-S4 PR-S5 PR-S6 PR-S7 PR-S8 PR-S9 PR-S10 PR-S1A* RG-11** 
NAFTALENO        0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 
ACENAFTILENO  0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,6936 0,6915 
ACENAFTENO 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 
FLUORENO 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 
FENANTRENO 0,0000 0,0669 1,3116 0,1165 0,0000 0,6957 3,4791 1,3118 0,0000 0,1158 0,4742 0,6654 
ANTRACENO 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,1704 0,0000 0,0000 0,000 0,3957 0,4282 
FLUORANTENO 0,4076 0,5179 2,4491 0,9067 0,6022 1,3782 7,6632 3,2921 0,6255 0,6255 0,7551 1,0831 
PIRENO 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,1120 0,0000 0,3805 0,0000 0,000 0,000 0,4460 0,5651 
1,2-BENZOANTRACENO 0,4642 0,6267 2,5322 1,1085 1,2847 1,4701 5,8080 2,7258 0,8608 0,8608 0,3212 0,7424 
CRISENO 1,0025 1,6351 5,2946 2,1729 3,9220 3,5273 0,0000 5,3002 2,0001 1,78422 0,3497 1,9084 
BENZO(a)PIRENO 0,0000 0,0000 0,1782 0,0000 0,1703 0,0000 0,4997 0,2861 0,0000 0.0000 0,3932 0,4790 
BENZO(b)FLUORANTENO 0,0000 0,0000 0,2797 0,0000 0,3675 0,0000 2,1969 0,3178 0,0000 0,0189 0,3784 0,8516 
BENZO(k)FLUORANTENO 0,0000 0,0000 0,2396 0,0000 0,2274 0,1604 0,9732 0,7411 0,0429 0,0000 0,2879 0,3897 
DIBENZO(a,h)ANTRACENO 0,0000 0,0000 0,4299 0,2882 1,3014 0,8253 1,1982 2,3183 0,4415 0,0000 0,9831 0,1445 
BENZO(g,h,i)PERILENO 0,4810 0,1480 0,4823 0,2473 0,5337 0,3764 1,4136 0,8353 0,1962 0,1962 0,3526 2,9735 
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3.5.11. Resultados del análisis por HPLC para fuentes de combustión 
 
Tabla 29. Resultados de las muestras en fuentes fijas de combustión, [mg/ m
3
] 
COMPUESTO RG C-1 RG –C2 
NAFTALENO        0 0 
ACENAFTILENO  0 0 
ACENAFTENO 0 0 
FLUORENO 0 0 
FENANTRENO 
4,24E-02 4,28E-02 





1,2-BENZOANTRACENO 0 0 
CRISENO 
3,21E-02 3,24E-02 










3.5.12. Resultados de porcentaje de recuperación de cada HAP para suelos y fuentes fijas de 
combustión 
 






Spike [1,6ug/ml] Spike [2 ug/ml] 



































3.5.13. Interpretación general de los resultados 
 
Tabla 31. Interpretación general de los niveles de contaminación 
 Legislación ambiental ecuatoriana 
Suelos Fuentes fijas de combustión 














porcentaje de muestras 

















3.5.14. Interpretación de resultados de cada muestra de suelo 
 
Tabla 32. Interpretación de resultados en suelos 
Contaminante FLT B(a)P B(b)F B(k)F B(g,h,i,)P 
Muestra 
PR-S1 0,4076 0,000 0,000 0,000 0,481 
PR-S2 0,5179 0,000 0,000 0,000 0,148 
PR-S3 2,4491 0,1782 0,2797 0,2396 0,4823 
PR-S4 0,9067 0,000 0,000 0,000 0,2473 
PR-S5 0,6022 0,1703 0,3675 0,2274 0,5337 
PR-S6 1,3782 0,000 0,000 0,1604 0,3764 
PR-S7 7,6632 0,4997 2,1969 0,9732 1,4136 
PR-S8 3,2921 0,2861 0,3178 0,7411 0,8353 
PR-S9 0,6255 0,000 0,000 0,0429 0,1962 
PR-S10 0,6255 0.0000 0,0189 0,000 0,1962 
RG-11 1,0831 0,479 0,8516 0,3897 2,9735 
NOTA: El color rojo representa la concentración que excede los límites máximos   
permisibles de cada normativa 
 
 
3.5.15. Interpretación de resultados de cada muestra de la fuente fija de combustión 
 
Tabla 33. Interpretación de resultados en la fuente fija de combustión 









  RG-C2 0,2466 
NOTA: El color rojo representa la concentración que excede los límites máximos   
permisibles de cada normativa 
 
 
     
     
     
 57 
 
3.5.16.  Cromatograma del cuarto nivel de calibración con las cuatro señales en una misma 
escala 
 
Data File C:\CHEM32\1\DATA\RG\HAPRG 2012-04-26 15-36-34\TABLA0000013.D 
Sample Name: standar1.6 
===================================================================== 
Acq. Operator : Ruben Gavilanes Seq. Line : 5 
Acq. Instrument : HPLC ING.QUIMICA Location : Vial 5 
Injection Date : 4/26/2012 7:23:54 PM Inj : 3 
Inj Volume : 5.000 μl 
Acq. Method : C:\CHEM32\1\DATA\RG\HAPRG 2012-04-26 15-36-34\HAPSRG.M 
Last changed : 4/26/2012 7:21:42 PM by Ruben Gavilanes 
Analysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS\HAPSRAGV.M 
Last changed : 5/17/2013 4:01:28 PM by Ruben Gavilanes 
(modified after loading) 
Method Info : Método determinación de HAPS I.Q. Rubén Gavilanes 
Additional Info : Peak(s) manually integrated 






























 El presente trabajo se llevó a cabo con muestras de suelo procedentes del lago de 
remediación 9 en Lago Agrio, la caracterización, determinación y cuantificación de 
hidrocarburos aromáticos policíclicos se realizó en base a un método desarrollado por 
Agilent Technologies y procedimientos oficiales EPA; además se analizó hidrocarburos 
aromáticos policíclicos en muestras de fuentes fijas de combustión en base a métodos 
normalizados y oficiales ASTM y EPA para desarrollar el método de muestreo. 
 
 Los hidrocarburos aromáticos policíclicos tienen una tendencia a ser adsorbidos, esto ocurre 
especialmente con los más pesados, se evidencia especialmente en recipientes, y tubos de 
extracción, además los más volátiles ocasionan pérdidas por evaporación, la humedad y el 
calor son factores determinates para modificar la concentración de analitos. El HAP 
indeno[cd]pireno, al ser el más pesado no se determinó, sin embargo para descartar su 
pérdida por adsorción en el método de limpieza y extracción, se recomienda usar un estándar 
solo de este componente y realizar un análisis cromatográfico en tercera dimensión ya que se 
podría estar ocultando en otro pico. 
 
 Para estudios de reproducibilidad con la muestra spike, fue necesario determinar un factor de 
dilución y calcular la concentración teórica de forma manual, en cambio para las muestras se 
puede corregir la concentración mediante la masa utilizada para el análisis. 
 
 El muestreo del suelo se lo realizó al azar ya que el aspecto del campo era homogéneo, se 
tomaron 10 muestras; sin embargo también se hizo una muestra compuesta mezclando todas 
las muestras tomadas lo que representaría un solo total. 
 
 Por cada muestra analizada se realizó un segundo análisis de verificación, aunque no era 
necesario ya que la repetibilidad se observa en las repeticiones del estándar al inicio y al 
final de cada corrida programada en su respectiva secuencia. 
 
 Se realizaron 3 repeticiones del procedimiento de extracción para determinar los puntos en 
los que se da la mayor pérdida de analito, determinándose en la centrifugación ya que no se 
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 disponía de control de su velocidad, un factor crítico determinado en el método; además, los 
HAPs presentes en la solución spike interactúan con el suelo, lo que produce pérdidas de 
concentración posiblemente por adsorción o por transformación o degradación de los 
analitos, aunque ésta pérdida es mínima, podría ser tomada en cuenta para mejorar el 
método.    
 
 Se determinó que mientras menos pasos se sigan en el método analítico, menos errores se 
cometen, esto se puede evidenciar en los resultados de las muestras que se analizaron, las 
que contenían spike presentaban en algunos casos resultados menores a los que no se 
adicionaron para una misma muestra, lo que indica una disminución de analito al usar el 
estándar. 
 
 El bajo porcentaje de recuperación en la mayoría de HAPs en la muestra de fuentes fijas de 
combustión puede deberse a que la resina no se almacenó adecuadamente por lo que pudo 
perder capacidad de adsorción ; además de pérdidas en la concentración de la muestra que se 
la hizo en una estufa al no disponer de rotavapor o concentrador de nitrógeno. 
 
 Para la calibración se usó una mezcla estándar de los 16 HAPs considerados por la USEPA; 
sin embargo solo se logró identificar a 15 de ellos, faltando el indeno(1,2,3-c,d)pireno, el 
mismo que se detectó con una correlación bastante baja con respecto a los otros picos (0,90), 
una resolución del pico bastante baja y diferencias notables de concentración en medidas de 
una misma inyección para los niveles de calibración del 1 al 3 y para el cuarto no se detectó 
























 Las muestras de suelo simples, procedentes del lago de remediación 9 en Lago Agrio, no 
cumplen la normativa para los HAPs que se toma en cuenta en la norma ecuatoriana y que se 
calibraron en el equipo; así, en la muestra PR-S3, PR-S6, PR-S7, PR-S8, se tienen 
concentraciones mayores a la norma del hidrocarburo fluoranteno; en la muestra PR-S7 se 
detecta concentraciones superiores a la norma para el benzo[b]fluoranteno y el 
benzo[g,h,i]perileno cabe destacar que no se pudo cuantificar el indeno[1,2,3-cd]pireno, el 
mismo que, de existir en las muestras, aumentaría el total de HAPs en cada muestra.  
 
 En la muestra compuesta se encuentran los 12 HAP’s detectados indistintamente en las 
muestras simples ya que se trata de una mezcla de estas; de los cuales, se evidencian 
concentraciones mayores a la norma los hidrocarburos fluoranteno y benzo[g,h,i]perileno 
 
 La muestra tomada en la fuente fija de combustión no cumple con los valores impuestos 
como límites máximos permisibles en la norma ecuatoriana (TULAS) de emisión de 
hidrocarburos aromáticos policíclicos, lo que determina se trata de una emisión con una 
concentración de HAP’s contaminante.   
 
 Los coeficientes de variación CV, pueden medir la precisión del método sin usar una 
referencia, dichos coeficientes para el método de suelos son menores al 10% para todos los 
contaminantes analizados que es el porcentaje recomendado para concentraciones del orden 
de partes por millón; por tanto se puede deducir que el método tiene una precisión aceptable. 
 
 El método de extracción SPE utilizado, requiere baja cantidad de solvente y menor tiempo 
con respecto al método tradicional soxhlet lo que ofrece ventajas económicas.  
 
 Las condiciones analíticas de trabajo en el HPLC para el método usado, permitieron una alta 





 En las muestras simples de suelo se determinaron 12 de los 15 HAPs analizados distribuidos 
de diferente manera; el acenaftileno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno, 1,2-
benzoantraceno, criseno, benzo[a]pireno, benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, 
dibenzo[a,h]antraceno, benzo[g,h,i]perileno; no se encontraron los contaminantes estudiados 
más ligeros debido a que se tomó las muestras de un lago de remediación, donde el suelo se 
mantiene con los contaminantes por largos períodos y por su alta volatilidad se dificulta que 
se mantengan en la matriz perdiéndose antes o durante el muestreo. 
 
 En 4 de las 10 muestras simples de suelo se encontraron concentraciones superiores a los 
límites máximos permisibles de la legislación ambiental ecuatoriana; esta variación en las 
muestras se debe a una distribución desigual de los contaminantes en el suelo analizado ya 
que se trata de una mezcla de varios derrames en diferentes fechas, de ahí que, posiblemente 
en los de más antigüedad es donde menos se encontraron los HAP más volátiles; otros se 
degradaron por la luz solar al estar expuestos temporalmente al sol o a diferentes condiciones 
como humedad. 
 
 Los resultados del porcentaje de recuperación son aceptables para el método de suelos para 
13 compuestos ya que el rango de recuperación de estos se encuentra entre el 60%-113%, 
solo para el dibenzo[a,h]antraceno la recuperabilidad es baja de 32% y para el naftaleno 
nula; tomando en cuenta que a nivel de trazas un porcentaje desde el 50% de recuperación se 
considera tolerable. 
 
 Los resultados del porcentaje de recuperación en el método para fuentes fijas de combustión 
son aceptables solo para el fenantreno, criseno y acenaftileno que están en un rango de 95-
123%. 
 
 En los cromatogramas que genera el HPLC se evidencia que la altura de cada pico es 
proporcional a la concentración de su compuesto, lo que indica obtención de mayor señal 
para mayor concentración y viceversa. 
   
5.2 Recomendaciones  
 
 Se recomienda usar frascos de vidrio en la toma de muestras, ya que se puede recuperar las 
trazas de contaminantes adheridas a las paredes usando un solvente como metanol y luego 




 Disminuir los pasos analíticos, para disminuir pérdidas de los contaminantes y tratar de 
realizar la preparación de las muestras durante las 48 horas siguientes a la toma de las 
mismas. 
 
 En la extracción SPE, se recomienda usar un solvente luego de la extracción además de 
realizar una post extracción de los posibles contaminantes retenidos, usando técnicas de 
ultrasonido para aumentar la recuperación. 
 
 Los dos HAP’s dibenzo[a,h]antraceno y naftaleno en el análisis de recuperación de las 
muestra de suelo que tienen baja recuperación y nula respectivamente se deben analizar 
usando un estándar de cada uno de estos componentes por separado para determinar las 
posibles causas de pérdida durante la extracción. 
 
 Para la extracción de muestras de gases de fuentes fijas se recomienda usar un concentrador 
de nitrógeno durante la concentración para disminuir las pérdidas de analito y resina XAD de 
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ANEXO A  














ANEXO B  




      Figura B.1. Materiales para realizar la limpieza y extracción en las muestra  
























ANEXO C  

































ANEXO D  


























Tabla E.1. Tabla de calibración del método 
# Signal RT Compound Lvl Amt[ug/ml] Area Rsp. Factor 
1 FLD1 A 2,067 NAFTALENO 1 0,400 9,821 4,0729e-2 
    2 0,800 20,307 3,9396e-2 
    3 1,200 26,553 4,5193e-2 
    4 1,600 37,023 4,3217e-2 
2 DAD1 A 2,485 ACENAFTILENO 1 0,400 30,244 1,3226e-2 
    2 0,800 61,816 1,2942e-2 
    3 1,200 84,459 1,4208e-2 
    4 1,600 115,683 1,3831e-2 
3 FLD1 A 3,450 ACENAFTENO 1 0,400 12,223 3,2726e-2 
    2 0,800 24,945 3,2071e-2 
    3 1,200 33,865 3,5435e-2 
    4 1,600 47,308 3,3821e-2 
4 FLD1 A 3,678 FLUORENO 1 0,400 25,146 1,5907e-2 
    2 0,800 53,734 1,4888e-2 
    3 1,200 71,095 1,6879e-2 
    4 1,600 103,759 1,5420e-2 
5 FLD1 A 4,411 FENANTRENO 1 0,400 50,494 7,9217e-3 
    2 0,800 99,681 8,0256e-3 
    3 1,200 138,333 8,6747e-3 
    4 1,600 187,013 8,5555e-3 
6 FLD1 B 5,203 ANTRACENO 1 0,400 80,836 4,9483e-3 
    2 0,800 160,801 4,9751e-3 
    3 1,200 222,382 5,3961e-3 
    4 1,600 301,272 5,3108e-3 
7 FLD1 C 5,926 FLUORANTENO 1 0,400 14,059 2,8451e-2 
    2 0,800 28,073 2,8497e-2 
    3 1,200 38,966 3,0796e-2 
    4 1,600 53,133 3,0113e-2 
8 FLD1 B 6,465 PIRENO 1 0,400 38,060 1,0510e-2 
    2 0,800 77,118 1,0374e-2 
    3 1,200 109,978 1,0911e-2 
    4 1,600 147,460 1,0850e-2 
9 FLD1 C 8,287 1,2-BENZOANTRACENO 1 0,400 9,577 4,1771e-2 
    2 0,800 19,275 4,1505e-2 
    3 1,200 26,298 4,5631e-2 
    4 1,600 36,269 4,4114e-2 
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Continuación Tabla E.1. 
10 FLD1 A 8,784 CRISENO 1 0,400 27,155 1,4730e-2 
    2 0,800 45,472 1,7593e-2 
    3 1,200 62,163 1,9304e-2 
    4 1,600 81,372 1,9663e-2 
11 FLD1 B 10,290 BENZO(b)FLUORANTENO 1 0,400 48,043 8,3259e-3 
    2 0,800 95,040 8,4175e-3 
    3 1,200 129,707 9,2517e-3 
    4 1,600 178,324 8,9724e-3 
12 FLD1 B 11,270 BENZO(k)FLUORANTENO 1 0,400 181,894 2,1991e-3 
    2 0,800 347,538 2,3019e-3 
    3 1,200 465,115 2,5800e-3 
    4 1,600 624,820 2,5607e-3 
13 FLD1 B 11,959 BENZO(a)PIRENO 1 0,400 168,288 2,3769e-3 
    2 0,800 349,698 2,2877e-3 
    3 1,200 536,305 2,2375e-3 
    4 1,600 719,013 2,2253e-3 
14 FLD1 B 13,567 DIBENZO(a,h)ANTRACENO 1 0,400 21,120 1,8939e-2 
    2 0,800 37,743 2,1196e-2 
    3 1,200 49,373 2,4305e-2 
    4 1,600 66,460 2,4074e-2 
15 FLD1 C 14,134 BENZO(g,h,i)PERILENO 1 0,400 17,171 2,3295e-2 
    2 0,800 28,596 2,7976e-2 
    3 1,200 41,487 2,8925e-2 











Curvas de calibración 
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